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Resumen 
Desde hace tiempo se conoce que la mayor parte de los genomas contiene una gran 
cantidad de ADN no codificante. Dado que se pensaba que no tenía una función específica 
se le denominó “ADN basura” o  “junk DNA”. No obstante, posteriormente se ha visto que 
una parte de este ADN se transcribe y se piensa que es esencial para la estructura de los 
cromosomas. Más recientemente, el proyecto ENCODE, en que han participado más de 400 
autores y cuyos resultados han sido publicados en las más prestigiosas revistas de ciencia, 
ha ayudado a desechar dicho término. Por otro lado, se sabe que muchas de las secuencias 
presentes en este ADN son ricas en bases AT (adenina, timina). Con este proyecto se 
pretende estudiar la interacción de diferentes oligonucleótidos presentes en estas zonas 
ricas en bases AT con diferentes moléculas como péptidos sintéticos y alguna droga. 
Los péptidos sintéticos estudiados corresponden a cada uno de los tres dominios de unión 
al ADN que presentan las proteínas HMGA humanas, llamados “AT-hooks”. Estas proteínas 
influyen en muchos procesos celulares normales como son el crecimiento, la diferenciación 
celular o la reparación del ADN. Por otro lado, están asociadas con procesos patológicos 
como la diabetes o la obesidad, así como a procesos tumorales, donde su sobreexpresión 
está relacionada con la malignidad y el potencial de formar metástasis del tumor. Los 
oligonucleótidos usados en este estudio son: d(GGGAAATTCCTC)  y d(CGTTAATTAACG) 
y los péptidos usados son: KRGRGRPRK, KRPRGRP, KRPRGRPKGSKNKGAA y 
RKPRGRPKK.  
Por otra parte y aprovechando que recientemente se ha visto que algunos fármacos y 
drogas pueden actuar como agentes de entrecruzamiento en este tipo de ADN, se estudia la 
interacción de diferentes oligonucleótidos ricos en AT con la molécula de DAPI, cuya 
principal función es la de marcador fluorescente del ADN en estudios bioquímicos y 
citoquímicos. Los oligonucleótidos usados en este estudio son: d(CATATATATG), 
d(ATATATAT), d(AATATATATATT) y d(ATATATATATATAT). 
Así pues, se han realizado ensayos cristalográficos con el objetivo de obtener cristales de 
los complejos para su estudio mediante la técnica de difracción de rayos X, una técnica muy 
potente y que puede llegar a resoluciones atómicas ya que utiliza longitudes de onda 
comparables a las distancias interatómicas de la materia. 
Finalmente, a partir de un cristal obtenido en uno de los ensayos con DAPI, se han podido 
determinar los parámetros de celda, el grupo espacial y el empaquetamiento del 
oligonucleótido d(AATATATATATT). Además, se ha llegado a plantear un modelo 
estructural aproximado del mismo aunque no se ha podido ubicar la molécula de DAPI. 
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1. Glosario 
Ac    Acetato 
ADN, DNA   Ácido desoxirribonucleico 
ARN, RNA   Ácido ribonucleico 
AT    Adenina y Timina 
AT-hook Dominio de unión al ADN de las proteínas caracterizadas por 
interactuar con las zonas ricas en AT del surco estrecho del 
ADN 
Cac Cacodilato (dimetil-arseniato) 
DAPI 4’,6-diamidino-2-fenilindol 
EDTA Ácido etilendiaminotetraacético 
ESRF European Synchrotron Radiation Facilities 
HEPES N-[2-hidroxietil]piperazina-N’[2-ácido etansulfónico] 
HMG    High Mobility Group 
MES Ácido 2-morfolinoetanosulfónico 
MPD 2-metil-2,4 pentanodiol 
mQ Agua milli-Q®. Agua ultrapura 
oligo Oligonucleótido 
PAGE Polyacrylamide gel electrophoresis 
pb Par de bases  
PEG Polietilenglicol 
Prec. Precipitado 
PSA Persulfato amónico 
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2. Prefacio 
2.2. Origen del proyecto 
Desde que el genoma humano fue secuenciado completamente por primera vez hace 
aproximadamente una década gracias al proyecto Genoma Humano (Human Genome 
Project), se ha considerado que más del 95% de éste, de tipo no codificante, no tenía 
utilidad y se le denominó “ADN basura”. Más recientemente, el proyecto ENCODE 
(Encyclopedia of DNA Elements) ha permitido ver que dicho ADN no es tan inactivo como 
parecía. Además, las secuencias presentes en él son ricas en bases nitrogenadas de tipo 
adenina (A) y timina (T).  
Dado que un principio básico común a todas las biomoléculas es la estrecha relación entre 
estructura y función, conocer la estructura de secuencias con gran presencia de ATs 
ayudará a conocer su función, con lo que se contribuirá a dar explicación a esa gran 
proporción de ADN todavía poco conocido. 
Además, la presencia de fármacos, drogas y de algunas proteínas puede también modificar 
su estructura, resultados que podrían ser interesantes en el ámbito de la medicina, para el 
diseño de nuevos fármacos o para el estudio de enfermedades como el cáncer. En 
concreto, los péptidos estudiados en este proyecto pertenecen a secuencias aminoacídicas 
de proteínas de la familia de las HMGA, que se encuentran sobreexpresadas en tumores y 
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3. Introducción 
3.1. Objetivos del proyecto 
El objetivo último de este proyecto es obtener la estructura tridimensional de: 
- Complejos de péptidos sintéticos relacionados con las proteínas HMGA y 
oligonucleótidos de secuencias ricas en AT. 
- Complejos de la droga DAPI con oligonucleótidos de secuencias ricas en AT. 
Para alcanzar dicho objetivo, es necesaria la realización de múltiples ensayos cristalo-
gráficos y la utilización de la técnica de difracción de rayos X de cristales. 
3.2. Alcance del proyecto 
El proyecto abarca diferentes etapas necesarias para cumplir el objetivo descrito: 
- Consulta bibliográfica de estudios previos. 
- Diseño experimental de ensayos cristalográficos para la obtención de los cristales de 
los complejos por la técnica de difusión de vapor en gota colgante y optimización de 
las condiciones de cristalización. 
- Difracción por rayos X de los mejores cristales obtenidos en las instalaciones de la 
Plataforma Cristal·logràfica del Parc Científic de Barcelona y en el sincrotrón ESRF 
de Grenoble. 
- Análisis de los diagramas de difracción obtenidos mediante programas informáticos 
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4. El ADN y su unión con proteínas y drogas 
En este apartado se realiza una introducción teórica sobre el ADN, las proteínas HMGA (de 
donde proceden los péptidos que se utilizan en este proyecto) así como las drogas y 
fármacos que se unen específicamente a la doble hélice de manera que se comprendan 
mejor las bases del presente proyecto. 
4.1. El ADN 
El ADN es un polímero lineal formado por monómeros que constan de tres unidades 
básicas: 
- Bases nitrogenadas 
- Un azúcar de 5 carbonos 
- Ácido fosfórico 
Este monómero recibe el nombre de nucleótido (Figura 4-1). 
 
Figura 4-1. Esquema de un nucleótido. Los nucleótidos son las unidades de los ácidos nucleicos 
(adaptada de Alberts et al., 2010, ver Bibliografia complementaria). 
El azúcar de 5 carbonos o pentosa es la β-D-2-desoxirribosa, es por ello que los nucleótidos 
que forman el ADN o ácido desoxirribonucleico se denominan desoxirribonucleótidos. Por el 
contrario, el azúcar que se encuentra en el ARN es la molécula β-D-ribosa y sus nucleótidos 
se denominan ribonucleótidos. 
Las bases nitrogenadas son de dos tipos: purinas y pirimidinas, dependiendo del compuesto 
del que derivan (Figura 4-2). La citosina (C) y la timina (T) se llaman pirimidinas debido a 
 
Pág. 14  Memoria 
 
que son compuestos derivados de un anillo pirimidínico hexagonal; la guanina (G) y la 
adenina (A) son purinas, con un segundo anillo pentagonal unido al anillo hexagonal.  
 
Figura 4-2. Estructura de las diferentes bases nitrogenadas. En el ADN, las bases nitrogenadas que 
se encuentran son: adenina, guanina, timina y citosina. En el ARN, en lugar de timina aparece uracilo 
(adaptada de Alberts et al., 2010, ver Bibliografía complementaria). 
Los nucleótidos se unen entre sí formando la cadena polimérica del ADN mediante enlaces 
fosfodiéster entre el carbono 3’ del azúcar de uno y el carbono 5’ del azúcar del otro, 
definiendo así la orientación de la cadena. 
 
Figura 4-3. Ejemplo de enlace fosfodiéster entre dos nucleótidos. El ácido fosfórico forma enlaces 
fosfodiéster con los azúcares, uniéndose a sus carbonos 3’ y 5’ y liberándose en el proceso una 
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Por último, existen contraiones que se encargan de neutralizar la carga eléctrica presente en 
cada grupo fosfato y que influyen notablemente en las propiedades fisicoquímicas y en la 
actividad biológica del ADN sin alterar la información genética que contiene, que reside 
principalmente en las bases. 
4.1.1. Estructura secundaria del ADN 
La molécula de ADN está formada por dos largas cadenas de nucleótidos en disposición 
antiparalela, es decir, una de ellas tiene orientación 5’  3’ y la otra 3’  5’, donde los 
números representan el número de carbono correspondiente del azúcar. 
 
Figura 4-4. Esquema de la estructura secundaria del ADN. Se puede apreciar cómo las bases 
nitrogenadas se encuentran enfrentadas y tanto el azúcar como el fosfato forman el esqueleto de la 
doble hélice (adaptada de http://eduredes.ning.com/profiles/blogs/los-acidos-nucleicos).  
Las pentosas y los fosfatos forman el esqueleto de la doble hélice mientras que las bases 
nitrogenadas de ambas cadenas quedan enfrentadas y se aparean entre sí (Figura 4-4). El 
fundamento fisicoquímico de este apareamiento fue propuesto por Watson y Crick en 1953 
[1]. Estos autores, gracias a los datos obtenidos mediante análisis químicos y estudios de 
difracción de rayos X llevados a cabo por Rosalind Franklin, fueron capaces de proponer un 
modelo innovador que consistía en dos cadenas de nucleótidos enrolladas una sobre otra 
alrededor del mismo eje formando una doble hélice dextrógira (forma B). Además, se dieron 
cuenta de la complementariedad de las cadenas de ADN ya que por medio de puentes de 
hidrógeno se asocian específicamente una adenina con una timina con dos puentes de 
hidrógeno y una guanina con una citosina mediante tres. Debido a esta complementariedad 
5’ 3’ 
3’ 5’ 
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de las bases nitrogenadas, la secuencia de éstas en una cadena determina por completo la 
secuencia en la otra cadena. 
La forma B del ADN es la más común entre los seres vivos. A parte de ésta, se pueden 
encontrar otras como la A, la C, la D y la Z, esta última la única levógira, que difieren en los 
valores de los parámetros conformacionales de la doble hélice: paso de hélice, separación 
entre residuos, ángulo de giro por residuo, número de pares de base por vuelta y tipo de 
enlace glucosídico (aquél que une el azúcar a la base nitrogenada). 
La forma B tiene un diámetro aproximado de 20 Å, una media de 10 pares de bases por 
vuelta y un paso de hélice de 33,8 Å, lo que quiere decir que hay una distancia entre pares 
de bases consecutivos o stacking de aproximadamente 3,38 Å. En la Figura 4-5 se puede 
observar qué representa cada parámetro así como la situación de los surcos estrecho y 
ancho de la doble hélice. 
 
 
Figura 4-5. Situación de los surcos menor y mayor así como algunos de los parámetros 
conformacionales del ADN (adaptada de http://cmcrecursos.blogspot.com.es/2012/01/doble-helice-de-
adn.html). 
Dependiendo del medio en el que se encuentre la doble hélice (presencia de agua, 
determinados iones, fármacos, drogas, etc.) y de la secuencia de la misma, ésta adoptará 
una forma u otra. 
El apareamiento entre bases más común es el de Watson-Crick, del que se ha hablado 
anteriormente, pero también existen otros tipos como por ejemplo el Hoogsteen [2]. En este 
tipo de enlace, la purina está girada 180º respecto al enlace glucosídico con lo que los 
enlaces por puentes de hidrógeno son diferentes que en el caso de Watson-Crick. 
Diámetro de la hélice 
Surco mayor o ancho 
Surco menor o estrecho Paso de hélice 
Distancia entre pares de bases 
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La estabilidad de la doble hélice se consigue a través de: 
- El apantallamiento de las cargas negativas de los fosfatos por cationes presentes en 
el medio. 
- Apilamiento entre las bases mediante fuerzas hidrofóbicas y de van der Waals. 
- Puentes de hidrógeno entre las bases de diferentes cadenas. 
- Humedad relativa. 
4.1.2. Función del ADN 
El ADN actúa como almacén de la información genética. En la secuencia de sus genes se 
encuentra la información referente a todas las proteínas y moléculas de ARN que componen 
un organismo, incluyendo la información sobre cuándo, en qué tipo de células y en qué 
cantidad se tiene que fabricar cada proteína. Asimismo, otras secuencias de ADN tienen 
propósitos estructurales. Finalmente, es el encargado de transmitir la información genética 
de unos organismos a otros, replicándose al dividirse la célula. 
4.1.3. Importancia de las regiones AT 
En este proyecto se ha centrado la atención en los complejos que forman diferentes 
péptidos y la droga DAPI con oligonucleótidos ricos en AT. Es por ello necesario remarcar la 
importancia de este tipo de regiones. 
Las secuencias de ADN ricas en AT son interesantes tanto formando complejos con otras 
moléculas como por sí solas [3] ya que históricamente no se les ha conocido función 
biológica y están muy presentes en ese amplio conjunto de ADN no codificante mal 
denominado “ADN basura” que ha sido identificado mediante exhaustivos análisis del 
genoma humano [4]. Esta definición cada vez se replantea más debido a los resultados de 
los estudios que se centran en investigar este tipo de ADN. Uno de los proyectos más 
ambiciosos en esta área es el proyecto ENCODE (Encyclopedia of DNA Elements), en el 
que han participado más de 400 autores y cuyos resultados se han publicado recientemente 
después de 9 años de trabajo (http://encodeproject.org/ENCODE/). Estos resultados hablan 
de la gran cantidad de transcripción que se detecta a lo largo del genoma humano así como 
de la necesidad del replanteamiento del concepto de gen. Este tipo de ADN representa 
entre un 90% y un 97% del genoma de todos los organismos eucariotas y en él abundan 
regiones con gran número de ATs [5] [6] [7].  
Debido a la relación entre estructura y función, el estudio del polimorfismo que presentan las 
secuencias ricas en AT puede ayudar a entender mejor el papel que éstas juegan en el 
metabolismo del ADN [8] [9]. Gracias a la difracción de rayos X, entre otras técnicas, 
diversos estudios han logrado explicar la estructura secundaria de diferentes secuencias 
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ATs, aunque todavía son pocos. La primera secuencia cristalizada de este tipo fue la ATAT 
[10], donde las cadenas sencillas se disponían a lo largo del cristal sin formar dúplex, puede 
que por los pocos pares de bases que contiene. El polimorfismo de este tipo de secuencias 
se ha hecho presente mediante diferentes estudios. Así, pueden adoptar la forma B [8] [11], 
la forma B modificada [12] y la transición entre forma B y D [13].  
El grupo MACROM también ha contribuido a esta causa, descubriendo que las secuencias 
alternativas AT pueden formar enlaces entre pares de bases de tipo Hoogsteen en vez del 
habitual Watson-Crick [14] [15]. También en el mismo grupo se ha conseguido resolver la 
estructura del oligonucleótido AAATATTT, que presenta dos formas cristalinas, ambas con 
apareamiento tipo Watson-Crick (estos resultados están pendientes de publicación). 
Asimismo, se estudió la cristalización de una secuencia un poco más larga, el dodecámero 
ATATATATATAT, que resultó formar superhélices (supercoils) y, aunque la resolución no 
era suficiente como para afirmarlo definitivamente, los pares de bases parecían indicar un 
apareamiento tipo Hoogsteen [16]. 
4.2. Interacciones del ADN con péptidos 
El estudio de la interacción del ADN con diferentes péptidos es de gran importancia ya que 
las proteínas regulan la actividad biológica del ADN. Las proteínas son el resultado de la 
unión covalente de aminoácidos mediante enlaces amida formados por condensación, con 
liberación de una molécula de agua, de un grupo carboxilo de un aminoácido y un grupo 
amino de otro (Figura 4-6). Este tipo de enlace recibe el nombre de enlace peptídico. Los 
péptidos tienen un número de aminoácidos bajo (entre 2 y pocas decenas) y una 
conformación muy flexible en solución. Las proteínas tienen más aminoácidos y su 
conformación es menos flexible. 
 
Figura 4-6. Ejemplo de unión de aminoácidos para formar un péptido. Puede apreciarse el enlace 
peptídico (adaptada de L. Nelson y M. Cox, 2008, ver Bibliografía complementaria). 
A través de sus aminoácidos, los péptidos pueden interaccionar de muchas maneras con los 
componentes del ADN: bases, azúcar y fosfatos (Figura 4-7). Los tipos más importantes de 
interacción son los siguientes: 
- Interacciones electrostáticas entre los fosfatos y las cadenas laterales de los 
aminoácidos con carga positiva. 
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- Puentes de hidrógeno entre cadenas laterales de los aminoácidos o el grupo 
peptídico y el fosfato, las bases o, en algunos casos, el azúcar. 
- Interacciones hidrofóbicas entre aminoácidos con cadenas laterales alifáticas y las 
bases. 
- Intercalación de anillos aromáticos entre los pares de bases. 
 
Figura 4-7. Modelos de interacción de algunas cadenas laterales de aminoácidos con los pares de 
bases del ADN ([17]). 
Este tipo de interacciones pueden causar diferentes efectos en la conformación del ADN. 
Las más importantes que se han encontrado en el laboratorio donde se ha llevado a cabo 
este proyecto son [17]: 
- Estabilización de la forma B. A todas las humedades estudiadas, se mantiene la 
forma B con 10 pares de bases por paso de hélice. 
- Alteración de la forma B. El número de bases por paso de hélice disminuye al 
disminuir la humedad. 
- Desestabilización del ADN. Algunos péptidos distorsionan la forma B. 
 Así pues, parece interesante estudiar cómo afectan estas moléculas a la doble hélice. En 
este proyecto en concreto, se ha elegido estudiar un tipo específico de péptidos que forman 
parte de las proteínas HMGA. A continuación se explican las características principales de 
este importante grupo de proteínas. 
4.2.1. Las proteínas HMGA 
Después de largo tiempo estudiando en profundidad las histonas, se descubrió que aparte 
de estas proteínas nucleares existían otras más minoritarias que podían competir e 
interactuar con ellas [18]. Este nuevo grupo se clasificó en dos familias, dependiendo de su 
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movilidad electroforética: low mobility group (LMG) y high mobility group (HMG). Dentro de la 
familia de las HMG, se distinguieron tres subgrupos: HMGA, HMGB y HMGN [19] cuyas 
características principales pueden verse en la Tabla 4-1 .  
 
Nombre actual HMGB HMGN HMGA 
Nombre antiguo HMG-1/-2 HMG-14/-17 HMG-I/Y 




Sitios de unión 
Se une al surco 
estrecho del ADN, 
deformándolo 
localmente 
Se une al cromosoma 
entre las vueltas de 
ADN y el octámero de 
histonas 
Se une a regiones 
ricas en AT del surco 
estrecho del ADN 
Función 







cromatina y también 





modulan la expresión 




















A1a, A1b, A1c 
A2 
Tabla 4-1. Resumen de las características principales de las proteínas HMG (información extraída de 
[20]).  
Las proteínas de estos tres grupos son similares en muchos aspectos pero cada grupo tiene 
un motivo de interacción característico con el que se unen al ADN o a la cromatina. En este 
proyecto se ha trabajado con péptidos que corresponden a secuencias de unión al ADN de 
las proteínas HMGA. 
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Una característica particular de las proteínas HMGA es su desorden intrínseco, lo que les 
confiere una plasticidad inusual a la hora de unirse a otras moléculas [21]. Se les considera 
como elementos arquitectónicos que modifican la estructura del ADN y de la cromatina para 
generar conformaciones que facilitan procesos biológicos como son la transcripción, 
replicación, recombinación y reparación [22] [23] [24]. Además de eso, están asociadas a 
procesos patológicos como diabetes, obesidad y procesos tumorales, donde su 
sobreexpresión está relacionada con la malignidad y el potencial de formar metástasis del 
tumor [25] [26] [27]. 
Respecto a su estructura, las HMGA no presentan estructura secundaria ni terciaria definida 
en disolución. Su estructura primaria se caracteriza por presentar 3 dominios de unión al 
ADN, llamados AT-hook, y una cola carboxi-terminal acídica (Figura 4-8). Mediante estos 
AT-hooks las HMGA se unen preferentemente al surco estrecho de regiones ricas en 
adeninas y timinas.  
Los péptidos que se han utilizado en este proyecto corresponden a cada uno de los AT-
hooks presentes en las proteínas HMGA1a y HMGA1b. 
 
Figura 4-8. Alineación de los aminoácidos presentes en la estructura primaria de las proteínas HMGA 
humanas. Se destacan los diferentes AT-hooks (negrita) con la zona central común RGRP 
(recuadrado) y la cola carboxi-terminal acídica (en rojo) ([28]). 
Las regiones AT-hook están cargadas positivamente y constan de 9 aminoácidos, todos 
ellos compartiendo un núcleo central invariable de Arg-Gly-Arg-Pro (RGRP) que sí que 
adopta una estructura definida al interaccionar con el ADN. Así, mediante RMN se ha podido 
determinar que el fragmento RGR adopta una estructura totalmente estirada que le permite 
adaptarse al surco estrecho del ADN en secuencias ricas en AT [29] [30]. En la Figura 4-9 
pueden verse modelos de interacción de AT-hooks con ADN. Estos estudios han sido 
realizados con secuencias ricas en AT con algunos pares de bases CG.  




Figura 4-9. Modelos de interacción de AT-hooks con ADN. (a) Modelo de interacción de un AT-hook 
con el ADN. Las cadenas azul y roja corresponden a la doble hélice del ADN mientras que la cinta es 
el esqueleto polipeptídico de la proteína. Señalado en amarillo se encuentra el AT-hook que se 
posiciona en el surco estrecho (adaptado de [20]). (b) Esquema de la unión de un AT-hook con el 
surco estrecho de una región rica en AT del ADN basándose en resultados obtenidos por RMN y 
mostrando varias perspectivas ([22]).  
En el grupo MACROM se ha conseguido obtener por primera vez la estructura 
cristalográfica de uno de los AT-hook. Concretamente, durante la redacción de la presente 
memoria se ha resuelto la estructura de un complejo formado por el AT-hook III de las 
proteínas HMGA1 y el oligonucleótido d(CGAATTAATTCG)2 [31]. Con este estudio se ha 
podido ver cómo el péptido que representa al AT-hook se une al ADN provocando que el 
surco estrecho se ensanche (Figura 4-10). Este tipo de distorsión puede ser la responsable 
del doblamiento general del ADN cuando la proteína entera se une a él. Asimismo, también 
se ha podido observar que el péptido sólo se une a una de las dos regiones AATT. 
a 
b 
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Figura 4-10. Vistas estereoscópicas y composición del complejo AT-hook-ADN resuelto 
cristalográficamente. (a) El ADN se muestra como un objeto semitransparente. Los enlaces entre 
fosfatos están representados por finas líneas rojas. Se puede apreciar cómo el surco estrecho es más 
amplio en la zona donde el AT-hook se une. (b) Zona central del AT-hook (RGR) completamente 
estirada. (c) Secuencias de ADN y péptido utilizadas ([31]). 
4.3. Interacción del ADN con drogas 
Las posibles interacciones de drogas con el ADN es un tema que despierta gran interés 
debido a la influencia que éstas pueden tener en procesos tan importantes como la 
transcripción y la replicación del material genético. 
Las interacciones se dan, habitualmente, a través de moléculas pequeñas (generalmente 
aromáticas) que se unen al ADN de diferentes maneras: 
- Interaccionando en los surcos del ADN. 
- Reaccionando covalentemente. 
- Intercalándose entre las bases. 
Dentro de estas interacciones, es de especial interés para el grupo MACROM aquellas que 
se producen en los surcos del ADN, especialmente a través del surco estrecho. Se conocen 
muchas drogas y fármacos que cumplen esta condición como por ejemplo la netropsina o la 
pentamidina [32] [33]. Este tipo de moléculas suelen ser alargadas, cosa que facilita la 
adaptación al surco estrecho del ADN, y con anillos aromáticos que se acomodan por 
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fuerzas hidrofóbicas en el mismo. Además, muchos de ellos son específicos de regiones 
ricas en ATs, por ejemplo el berenil (Figura 4-11).  
 
Figura 4-11. Modelo obtenido por RMN del oligonucleótido d(CGCAAATTGGCG)2 al que la molécula 
de berenil se une a través del surco estrecho, donde se encuentran las adeninas y timinas (adaptado 
de [34]). 
Saber más sobre estas interacciones supone una herramienta útil de cara a diseñar nuevos 
fármacos y drogas con aplicaciones terapéuticas o a mejorar las propiedades de los 
actuales avanzando en el campo de la biomedicina. 
4.3.1. DAPI 
Aunque su primera aplicación fue como fármaco contra enfermedades relacionadas con el 
género de protozoos Trypanosoma [35], como por ejemplo la enfermedad del sueño, no 
resultó tan efectivo en este campo como otros fármacos como la pentamidina [32] o el 
berenil, ambas moléculas de estudio en el grupo MACROM. Aún así, la molécula  sintética 
4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) se ha convertido en uno de los marcadores específicos del 
ADN más populares. Es por ello que se ha creído interesante estudiar esta molécula más a 
fondo en este proyecto para intentar saber más sobre su forma de unión a la doble hélice. 
Cuando la molécula de DAPI se une al ADN, su fluorescencia azul (Figura 4-12) se 
incrementa notablemente. Hay evidencias de que el DAPI se une al surco estrecho 
estabilizado por puentes de hidrógeno entre el DAPI y los grupos aceptores de pares de 
bases AT.  
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Figura 4-12. Toxoplasma gondii. Ejemplo de la fluorescencia azulada que emite el DAPI al teñir el 
ADN (http://www.path.cam.ac.uk/~toxo/). 
La estructura del DAPI recuerda a las típicas moléculas que se unen al surco estrecho del 
ADN, como la netropsina o la pentamidina (Figura 4-13). 
 
Figura 4-13. Estructuras moleculares de: (A) DAPI, (B) netropsina, (C) pentamidina ([36]). 
Así, aunque más corta, presenta una forma ligeramente curvada y los dos grupos terminales 
cargados positivamente. Esto lleva a pensar que el DAPI se une de igual manera al surco 
estrecho rico en AT del ADN. Varios estudios han confirmado este tipo de unión [37] [38] 
[39]. No obstante, otros estudios han revelado que el DAPI también tiene la capacidad de 
actuar como intercalador. El mecanismo de unión para intercaladores simples fue propuesto 
por primera vez por Lerman [40] y consta de dos fases. Primero, el intercalador catiónico 
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forma un complejo con los fosfatos cargados negativamente que forman parte de la doble 
hélice de ADN mediante interacciones electrostáticas. Después, el intercalador se difunde a 
lo largo de la hélice hasta que encuentra un hueco entre pares de bases adyacentes 
originado por los movimientos térmicos normales o “de respiración” del ADN. Esto provoca 
que se formen cavidades entre pares de bases donde el intercalador simple puede unirse. 
Esta doble acción puede explicarse mediante el estudio de la estructura del ADN. Tanto las 
secuencias AT como las GC forman buenas dianas para intercaladores. Aún así, sólo los 
pares de bases AT son aptos como sitios de unión en el surco estrecho para cationes 
aromáticos de tipo DAPI, netropsina, Hoechst 33258, etc. De esta forma, el DAPI selecciona 
el modo de unión adecuado dependiendo de la secuencia, intercalándose en zonas GC pero 
uniéndose en el surco estrecho en zonas AT, donde muestra una mayor afinidad.  
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5. Materiales y métodos 
El esquema de trabajo que se ha seguido en este proyecto es el siguiente: 
 
Figura 5-1. Esquema de trabajo. Se muestran las principales fases del proyecto. 
El primer paso de todo proyecto es averiguar qué se ha conseguido hasta el momento en la 
materia a tratar para así evitar la realización de estudios que ya se han producido y también 
para aprender qué camino es el que se tendría que seguir basándose en los mejores 
resultados obtenidos anteriormente.  
En el caso de este proyecto, una vez se ha decidido qué oligonucleótidos, péptidos y drogas 
se quiere estudiar hay que conseguir cristales de estos complejos. Frecuentemente los 
primeros cristales obtenidos no son lo suficientemente buenos y se tienen que mejorar con 
un proceso de optimización ajustando variables hasta conseguir cristales de calidad 
adecuada, es decir, del tamaño y con el orden interno suficientes para que den espectros de 
difracción informativos en el rango atómico de resolución. Estos cristales de buena calidad 
se difractan con rayos X con lo que se obtiene un espectro de difracción a partir del cual se 
crea un mapa de densidad electrónica determinando las fases cristalográficas. Finalmente 
se construye el mejor modelo molecular que sea compatible con el mapa de densidad 
electrónica obtenido. Una vez se ha conseguido un modelo molecular aceptable, la última 
fase y quizás la más difícil es analizar el mismo para conseguir entender la función del 
péptido o droga cuya estructura se ha determinado.  
En los anexos C, D y E se pueden consultar la planificación del proyecto, la evaluación 










de la fase 
Construcción 
del modelo e 
interpretación 
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5.1. Muestras de péptido, droga y ADN 
5.1.1. Péptidos 
Los péptidos utilizados en el presente proyecto son los siguientes: 
- KRGRGRPRK abreviado como I/9a 
- KRPRGRP abreviado como IIa/7 
- KRPRGRPKGSKNKGAA abreviado como IIb/16a 
- RKPRGRPKK abreviado como III/9b 
Cada uno de ellos representa uno de los AT-hooks presentes en las proteínas HMGA1a y 





Figura 5-2. Relación entre secuencia aminoacídica de los péptidos utilizados y el AT-hook 
correspondiente. También queda representada la cola carboxi-terminal acídica en rojo. 
Así, el péptido KRGRGRPRK representa el primer AT-hook y consta de 9 aminoácidos por 
lo que se ha abreviado como I/9a. Los péptidos KRPRGRP y KRPRGRPKGSKNKGAA 
representan el segundo AT-hook, siendo el segundo de los péptidos de este grupo una 
ampliación del primero con 9 aminoácidos más (el primero tiene 7 y el segundo 16). Es por 
ello que se abrevian como IIa/7 y IIb/16a. Algunos autores han estudiado el AT-hook II solo 
[28], mientras que otros consideran un dominio de unión más grande que incluye 9 
aminoácidos extra, fuertemente cargados positivamente y que podrían facilitar su 
cristalización [30]. Es por ello que en el presente proyecto se han estudiado ambos péptidos. 
El último de los péptidos es RKPRGRPKK, representa al tercer AT-hook y consta de 9 
aminoácidos por lo que se abrevia como III/9b.   
5.1.1.1. Preparación de los péptidos 
El péptido KRPRGRPKGSKNKGAA ha sido sintetizado por la empresa Thermo Fisher 
Scientific y el resto en el departamento de Química Orgánica de la Universitat Pompeu 
Fabra. Las muestras se reciben liofilizadas y con una pureza superior al 97%.  
El proceso de preparación de la disolución madre es el siguiente. La muestra de péptido 
liofilizada se disuelve en agua estéril milli-Q®. Dependiendo de la concentración final 
N+ C- 
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deseada se añade una cantidad de agua u otra. Normalmente se realiza una primera 
disolución bastante concentrada (del orden de 10 mg/ml o más) para poder después hacer 
más diluciones si es necesario.  
Para evitar la degradación de los péptidos, las disoluciones madre así como las diluciones 
posteriores se guardan en un congelador a -80ºC. 
5.1.2. Droga 
La droga utilizada en el presente proyecto es la molécula de DAPI. Ésta se recibe en forma 
de polvo y directamente se realiza una disolución de la misma en la cantidad necesaria para 
obtener la concentración de trabajo.  
5.1.3. Oligonucleótidos 
Las secuencias de ADN utilizadas en este proyecto se componen de menos de 50 pares de 
bases y por ello reciben el nombre de oligonucleótidos. A continuación se detallan los 
fragmentos exactos que se han usado: 
- Para los estudios de complejos péptido-oligonucleótido: 
o GGGAAATTCCTC, referenciado en adelante como G3A3T2C2TC, y su 
cadena complementaria (CCCTTTAAGGAG). 
o CGTTAATTAACG, referenciado en adelante como CGT2A2T2A2CG  
- Para los estudios de complejos droga-oligonucleótido: 
o CATATATATG, referenciado en adelante como C(AT)4G 
o ATATATATAT, referenciado en adelante como (AT)5 
o AATATATATATT, referenciado en adelante como A(AT)5T  
Todos ellos son dodecámeros (12 pares de bases) o decámeros (10 pares de bases) con 
zonas ricas en AT. Excepto el primer caso, todas las secuencias son autocomplementarias. 
5.1.3.1. Preparación de los oligonucleótidos  
Los oligonucleótidos se reciben congelados y en polvo desde el Instituto Pasteur de París 
donde se obtienen mediante síntesis en fase sólida usando el método de la fosforoamidita y 
posterior purificación por HPLC en la mayoría de los casos.  
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Para poder trabajar con ellos, es vital saber su concentración por lo que se necesita una 
preparación previa de la muestra. El proceso de preparación de la disolución madre debe 
llevarse a cabo de la forma más cuidadosa posible ya que el polvo que recibimos es muy 
volátil y, además, se debe evitar la posible contaminación de la muestra. 
Para una concentración estimada de 4 a 8 mM, se trabaja con 1 mg de polvo 
aproximadamente disuelto en 60 µl de agua estéril. Después de asegurar la correcta 
disolución, se separan 2 alícuotas para reducir el riesgo de contaminación. Éstas son las 
disoluciones madre. La muestra final preparada para ser analizada en el espectrofotómetro 
se consigue diluyendo 0,5 µl de esta disolución en 500 µl de agua estéril.  
5.1.3.2. Cálculo de la concentración de los oligonucleótidos 
La concentración de las disoluciones madre se determina mediante la técnica de 
espectrofotometría UV-visible utilizando cubetas de cuarzo.  
El primer paso es llenar la cubeta con el mismo disolvente de la disolución madre, en el caso 
estudiado agua estéril, para proceder a realizar una lectura de absorbancia y ajustar a cero 
el espectrofotómetro. 
Posteriormente, una vez retirada el agua de la cubeta, se carga la muestra de la disolución 
madre y se realiza un espectro de absorción de 220 a 320 nm. Al tratarse de ADN, el 
máximo se situará en la longitud de onda de 260 nm, donde absorben las bases 
nitrogenadas. La concentración se calcula a partir de este dato de absorbancia utilizando la 
ecuación de Lambert-Beer (Ec. 5.1.): 
        
Ec. 5.1. Ecuación de Lambert-Beer. 
Donde: 
- A = absorbancia (adimensional) 
- C = concentración (mmol/l) 
- ε = coeficiente de extinción (l·mmol-1·cm-1) 
- l = distancia que recorre la luz en la cubeta (cm) 
El coeficiente de extinción se calcula a partir de la ecuación de Cantor et al. (1970) (Ec. 
5.2.): 
                                                           
Ec. 5.2. Ecuación de Cantor et al. ([41]). 
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Según esta ecuación, el coeficiente de extinción de un oligonucleótido cualquiera de longitud 
de cadena m (DpEpFpGp…KpL) se encuentra a partir de la suma de los coeficientes de 
extinción correspondientes a cada tipo de enlace entre dos bases (εpDpdE, εpEpdF, εpFpdG,…, 
εpKpdL) multiplicado por 2 menos el coeficiente de las bases que aparecen en posiciones 










pdA 15,4 dCpdG 9,0 
pdC 7,4 dCpdT 7,6 
pdG 11,5 dGpdA 12,6 
pdT 8,7 dGpdC 8,8 
dApdA 13,7 dGpdG 10,8 
dApdC 10,6 dGpdT 10,0 
dApdG 12,5 dTpdA 11,7 
dApdT 11,4 dTpdC 8,1 
dCpdA 10,6 dTpdG 9,5 
dCpdC 7,3 dTpdT 8,4 
Tabla 5-1. Coeficientes de extinción a 260 nm, 25ºC y pH neutro para ADN (cadena sencilla). 
Dependiendo de si el oligonucleótido es autocomplementario o no se procederá de forma 
distinta: 
- En el caso de que sea autocomplementario, se parte de una única secuencia y se 
calcula la concentración a partir del valor de absorbancia teniendo en cuenta los 
factores de dilución. La concentración resultante hace referencia a la cadena simple. 
Por tanto, es necesario dividir entre dos el resultado obtenido para tener la 
concentración de la cadena doble. 
- En el caso de que sea no-autocomplementario, se reciben dos muestras de 
oligonucleótido en polvo, uno por cada hebra de la doble hélice, y por lo tanto se 
tienen que analizar en el espectrofotómetro dos disoluciones. Una vez se han 
calculado las concentraciones de cada disolución, la de menor concentración será la 
limitante. Teniendo en cuenta esto, se prepara una disolución que contenga el 
mismo número de moles de las dos cadenas en cacodilato de sodio 50 mM a pH 6. 
Para que se forme la doble hélice, se calienta primero la disolución al baño maría 
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durante 2 minutos a 80ºC y se deja enfriar en el mismo baño pero apagado durante 
toda la noche para que el enfriamiento sea progresivo y se forme la doble hélice 
adecuadamente. Este proceso recibe el nombre de annealing. Así obtenemos la 
disolución madre.  
5.2. Electroforesis en geles de poliacrilamida 
La electroforesis es una técnica instrumental de análisis muy utilizada en bioquímica cuyo 
fundamento se basa en la separación de moléculas bajo la acción de un campo eléctrico. El 
parámetro que determina el comportamiento de una molécula en un campo eléctrico es la 
movilidad electroforética, siendo equivalente a la velocidad de migración por unidad de 
campo. Este parámetro depende de la carga, forma y tamaño de las moléculas.  
Durante la realización de este proyecto, se ha utilizado en varias ocasiones el análisis 
electroforético en geles de poliacrilamida (PAGE, del inglés PolyAcrylamide Gel 
Electrophoresis) con diferentes objetivos: 
1. Verificar el estado de conservación de algunos oligonucleótidos. 
2. Determinar la relación péptido:oligonucleótido adecuada para la formación de co-
cristales. 
3. Determinar la presencia o no de péptido en algunos de los cristales obtenidos. 
En los dos primeros casos se han utilizado geles con condiciones no desnaturalizantes (ver 
apartado 5.2.1) mientras que en el tercer caso se han usado condiciones desnaturalizantes 
(ver apartado 5.2.2). 
Para llevar a cabo una separación electroforética se necesitan los siguientes elementos 
(Figura 5-3): 
- Fuente de tensión: proporciona el campo eléctrico mediante dos electrodos, ánodo 
(+) y cátodo (-), entre los que se estable una diferencia de potencial. 
- Cubeta: recipiente en cuyos extremos se sitúan los electrodos. 
- Soporte electroforético: en el caso de este proyecto es el gel de poliacrilamida en sí. 
- Tampón de electroforesis: mantiene estable el pH y la conductividad durante todo el 
proceso. 
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Figura 5-3. Esquema del montaje de un gel electroforético en posición vertical (adaptado de 
http://pharmaexposure.blogspot.com.es/2011/06/gel-electrophoresis.html). 
Los geles de poliacrilamida son de los más utilizados ya que presentan una serie de 
ventajas frente a otros tipos entre las cuales se pueden nombrar las siguientes: 
- Químicamente inertes frente a las moléculas biológicas. 
- Transparencia. 
- Estabilidad en un amplio intervalo de valores de pH, temperatura y fuerza iónica. 
- Resistencia a agentes desnaturalizantes como urea o detergentes. 
- Estabilidad mecánica idónea para su almacenamiento. 
- Adaptabilidad a la hora de su preparación: diferentes tamaños de poro dependiendo 
de la molécula a analizar. 
Los geles de poliacrilamida se preparan a partir del entrecruzamiento de largas cadenas 
lineales de monómeros de acrilamida (CH2=CH-CO-NH2) con N,N’-metilen-bisacrilamida 
(CH2=CH-CO-NH-CH2-NH-CO-CH=CH2). En función de la concentración de acrilamida la 
malla tridimensional que se obtiene será más o menos densa, mientras que la cantidad de 
bisacrilamida condiciona el grado de entrecruzamiento de las cadenas. La polimerización de 
la acrilamida se inicia habitualmente mediante la adición de persulfato amónico a una 
disolución acuosa de ambos monómeros con lo que se inicia la formación de radicales 
libres. Sin embargo, para que la reacción de polimerización se propague y no se extinga, es 
necesario la adición de N,N,N’,N’-tetrametilendiamina (TEMED) como propagador, ya que 
éste forma radicales libres estables en presencia de radicales sulfato. Durante el proceso de 
polimerización, es importante evitar la presencia de oxígeno ya que inhibe la reacción al 
bloquear los radicales libres. Es por ello que la mezcla de polimerización debe 
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desgasificarse. Los monómeros (en polvo o en disolución) son neurotóxicos por absorción 
cutánea o por inhalación. Después de la polimerización la toxicidad es muy reducida pero 
todavía pueden estar presentes algunos monómeros libres. 
Aunque los geles de poliacrilamida utilizados en este proyecto tienen características 
diferentes, coinciden en varios aspectos que se comentan a continuación. 
Preparación del molde 
El molde se forma utilizando dos placas de vidrio entre las cuales se colocan dos 
espaciadores, uno a cada lado. El tamaño del gel viene determinado por el tamaño de las 
placas de vidrio y el grosor del mismo depende del grosor de los separadores, que 
habitualmente es de 0,5 a 1,5 mm. Para asegurar la estanqueidad del molde, se encaja una 
goma en el contorno de una de las placas. El conjunto queda unido mediante pinzas. Tras 
añadir la disolución de monómeros al molde por la parte superior que queda libre, se coloca 
el peine de teflón del mismo grosor que los separadores y que determina el número de 
pocillos donde aplicar las muestras. Es útil guardar a parte un poco de mezcla de la 
disolución de monómeros a modo de testigo para saber cuándo ha finalizado la 
polimerización. 
Aplicación de la muestra 
Las muestras que se cargan en el gel son una mezcla de la solución que contiene las 
moléculas a analizar (ADN, ADN + proteínas, etc.) y el tampón de muestras necesario. Este 
tampón de muestras suele incorporar un poco de glicerol con el fin de aumentar la densidad. 
La operación de carga en el gel se realiza mediante jeringas o micropipetas diseñadas 
especialmente para dispensar volúmenes pequeños. Es un ejemplo la jeringa Hamilton, que 
es el modelo que se ha utilizado en este proyecto (Figura 5-4). 
Detección de las muestras 
Una vez cargadas las muestras y realizada la electroforesis, se procede a la etapa de tinción 
para poder visualizar el resultado obtenido. Las disoluciones que intervienen en este 
proceso son características para cada tipo de muestras pero los pasos que se siguen son 
los mismos. 
El gel se sumerge en un recipiente que contenga una disolución de un colorante que se una 
de manera específica a los componentes de la muestra. Esta disolución, además de teñir, 
fija los componentes separados en la posición en la que se encuentren. 
Una vez se ha teñido el gel, se procede a eliminar el exceso de colorante para que sólo 
queden coloreadas las moléculas de interés. 
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En el caso de muestras de ADN, éstas se detectan exponiendo los geles a radiación UV. 
 
Figura 5-4. Imagen del proceso de carga de muestras en los pozos del gel electroforético. Puede 
observarse la utilización de una jeringa Hamilton. 
Conservación del gel 
Según el tipo de gel, es posible la conservación del mismo una vez se ha realizado la 
detección de muestras. Esto se consigue secando el gel según el siguiente procedimiento. 
Sobre una placa de vidrio, se coloca un trozo de celofán previamente mojado para aumentar 
la adherencia. Sobre este celofán se coloca el gel que se cubre totalmente con otro trozo de 
celofán húmedo y posteriormente se deja secar durante unos días. En el presente proyecto 
se han podido conservar los geles utilizados para la determinación de la presencia de 
péptido en los cristales.  
A continuación se comentan las características de los diferentes geles que se han utilizado. 
La composición de todas las disoluciones que intervienen en la preparación de los geles 
electroforéticos llevados a cabo se puede consultar en el anexo A.2.1. 
5.2.1. PAGE de ácidos nucleicos en condiciones no desnaturalizantes 
Este tipo de electroforesis se utiliza para varios fines: 
- Separación de fragmentos pequeños (<500 bp) con una gran resolución. 
- Análisis de productos de PCR (Reacción en Cadena de la Polimerasa) de poco 
tamaño. 
- Identificación de sitios de unión de proteínas. 
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En este proyecto se han usado este tipo de electroforesis con dos finalidades distintas: 
- Verificar el estado de conservación de algunos oligonucleótidos. 
- Determinar la relación péptido:oligonucleótido adecuada para la formación de co-
cristales. 
Los dos geles son muy parecidos, tienen la misma composición del gel en sí pero los 
tampones de muestra y los del reservorio son un poco diferentes entre ellos. Para controlar 
visualmente el avance del frente electroforético, se cargará colorante en un carril, 
concretamente el azul de bromofenol. Cuando la banda del colorante se encuentre a 1 cm 
aproximadamente del final, se dará por finalizada la electroforesis. 
5.2.1.1. Verificación del estado de conservación de los oligonucleótidos  
Con este gel lo que se pretende ver es si diferentes oligonucleótidos de trabajo presentan 
impurezas o bandas de degradación que pudiesen dificultar su cristalización. 
Con este fin, en el gel se cargan disoluciones de los oligonucleótidos con tampón de 
muestras en diferentes carriles. Normalmente la cantidad de oligonucleótido que se carga es 
de 200 ng a partir de una solución 0,02 mM. También se carga otro carril con un marcador 
de masa molecular de ADN que sirve para tener una referencia del tamaño del 
oligonucleótido. Este marcador está formado por diferentes fragmentos de ADN que tienen 
tamaños distintos que difieren en 20 pares de bases (pb). Así, al migrar en el gel, 
aparecerán bandas a diferentes alturas correspondientes a cada grupo de fragmentos de 
igual tamaño, donde las bandas que más hayan migrado serán las pertenecientes a 
fragmentos más cortos (20 pb) debido a que son las más pequeñas y las que presentan 
menor fricción. 
Una vez preparada la mezcla de acrilamida, se deja polimerizar unos 5-6 min. Después, se 
coloca el molde en la cubeta de electroforesis y se le añade el tampón de cubeta. Antes de 
cargar las muestras, se realiza una pre-electroforesis a 15 V durante 30 minutos en frío 
(5ºC) para eliminar posibles moléculas cargadas que hayan quedado dispersas por el gel y 
que podrían interferir en el transcurso de la electroforesis. 
La electroforesis se lleva a cabo a un voltaje constante de 50 V. Al tratarse de muestras de 
ADN, cargadas negativamente debido a los grupos fosfato, el cátodo se debe colocar en la 
parte superior y el ánodo en la inferior para que así se produzca la migración en la dirección 
adecuada. 
Al finalizar la electroforesis, se procede a la tinción del gel para poder visualizar las 
diferentes bandas. Para este tipo de geles se ha utilizado el protocolo de tinción SYBRGold 
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Nucleic Acid Gel Stain de la marca Invitrogen. Esta tinción actúa intercalándose entre las 
bases para marcar el avance. El procedimiento es el siguiente: 
- El stock que facilita la marca Invitrogen se encuentra a una concentración 10000x. 
Ésta se diluye a 1x en tampón TE: 10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA pH 8,0. En el 
proyecto presente se han diluido 10 μl del stock comercial en 100 ml del tampón TE. 
- Se vierte la solución en un recipiente de polipropileno. 
- Se sumerge el gel en esta solución y se agita entre 10 y 40 minutos (normalmente 
30 minutos).  
Este tipo de tinción es muy sensible a la luz, por eso se debe proteger la solución de tinción 
de la luz, envolviendo el recipiente con papel de plata, por ejemplo.  
La visualización del ADN se consigue al exponer el gel a radiación UV a 300 nm. 
5.2.1.2. Geles de retardo 
Los geles que sirven para detectar interacción péptido/proteína:oligonucléotido reciben el 
nombre de geles de retardo. El fundamento en que se basan es que la movilidad 
electroforética de los complejos ADN-péptido/proteína es menor que la del ADN libre. Para 
que se formen estos complejos es necesario que ambas moléculas se encuentren en 
condiciones no desnaturalizantes. 
El objetivo es ver qué relación oligonucleótido:péptido es óptima para que se forme el 
complejo. En cada pozo se carga la misma cantidad de oligonucleótido y cantidades 
crecientes de péptido con lo que se pueden probar diferentes relaciones. Igualmente se 
carga un control con solamente oligonucleótido. 
 
Figura 5-5. Esquema del planteamiento de un gel de retardo. La concentración de oligonucleótido es 
siempre la misma y la de péptido es creciente. 
No obstante, este tipo de geles no siempre son efectivos sobretodo en el caso de péptidos 
donde las interacciones péptido-oligonucleótido son bastante inestables y, además, el 
tamaño del péptido es muy pequeño con lo cual pueden difundir en el gel fácilmente. Así, no 
encontrar retardo no significa que no se pueda obtener complejo con esa proporción. 
Oligonucleótido 
Péptido 
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5.2.2. PAGE de ácidos nucleicos en condiciones desnaturalizantes 
En este tipo de electroforesis, los geles se polimerizan en presencia de agentes 
desnaturalizantes, habitualmente urea o formamida, provocando la pérdida de la estructura 
nativa de las proteínas y péptidos, que aparecen sin la organización tridimensional 
característica de su funcionalidad biológica, y la modificación en el apareamiento específico 
de las bases nitrogenadas en el ADN. 
En este proyecto se ha utilizado con el fin de determinar la presencia o no de péptido en 
algunos de los cristales recogidos mediante una PAGE con urea, fijación con pícrico y 
tinción con plata. 
5.2.2.1. Determinación de la presencia de péptido en los cristales 
El soporte que se ha utilizado tiene la característica de que no es homogéneo ya que está 
formado por dos subgeles: gel de resolución y gel de concentración (ver anexo A.2.1.3). 
El gel de resolución también llamado separador o resolving sirve para separar las diferentes 
familias de partículas mientras que el gel de concentración también llamado compilador o 
stacking sirve para que la carga en el pozo se acumule en la zona de contacto con el gel de 
resolución y así todas las muestras partan de la misma altura. 
Primero se polimeriza el gel de resolución. Sobre él se añade una fina capa de isopropanol 
con el fin de conseguir una superficie plana y, además, evitar el contacto con el oxígeno, 
cosa que ralentizaría el proceso de polimerización. Después de lavar con agua y secar con 
papel de filtro, el siguiente paso es verter la mezcla del gel de concentración sobre el de 
resolución para que polimerice. Es sobre este gel de concentración que se coloca el peine 
con el número de pocillos deseado.  
El protocolo seguido para la fijación con pícrico y la posterior tinción con plata es el 
propuesto por SilverQuest Silver Staining Kit con la modificación de que en el primer paso, 
en vez de fijar con una disolución de ácido acético y etanol, se fija con la disolución de ácido 
pícrico, más efectiva en el caso de péptidos. Este protocolo se encuentra en el anexo A.3.1. 
Las disoluciones que aparecen en este protocolo se deben preparar al momento. Después 
de realizar cada paso, se desecha la disolución antes de verter la siguiente (a no ser que se 
indique explícitamente lo contrario). 
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5.3. Estudios de cristalización 
Uno de los pasos más importantes en el estudio de la estructura cristalográfica de 
macromoléculas es la obtención de cristales únicos (monocristales) de calidad suficiente 
para ser difractados. 
5.3.1. Fundamentos de la cristalización 
Los cristales de cualquier sustancia se producen a partir de una solución sobresaturada, 
mediante adición ordenada de moléculas de soluto a un núcleo inicial de cristalización. Por 
lo tanto, el límite de solubilidad es uno de los parámetros clave en el proceso de 
cristalización. 
Se entiende por límite de solubilidad de un soluto en un disolvente concreto aquel en que la 
fase sólida y la fase disuelta de éste se encuentran en equilibrio, es decir, la solución ha 
aceptado todo el soluto que puede disolverse y hay un balance entre las moléculas que se 
disuelven y las que pasan a sólido, por lo que no hay un cambio de fase. El sistema se 
encuentra en un estado de saturación. Para conseguir el crecimiento de cristales se ha de 
llevar al sistema a un estado de no equilibrio como es la sobresaturación.  En esta situación, 
la concentración de soluto está por encima del límite de solubilidad y el sistema tenderá a 
restablecer el equilibrio pasando moléculas en solución a estado sólido.  
No obstante, dentro del estado de sobresaturación, existen dos fases con características 
diferentes. La primera fase después de sobrepasar el límite de saturación es la de 
metaestabilidad, donde el sistema tiende a evolucionar hacia el punto de saturación pero es 
incapaz de hacerlo por requerir el proceso energía de activación. Si la concentración de 
soluto sobrepasa mucho el punto de saturación, se pasa a la segunda fase que es la de 
inestabilidad o lábil. En esta fase la probabilidad de formación de núcleos productivos de 
cristalización se eleva mucho y aparecen espontáneamente gran número de cristales muy 
pequeños. En la Figura 5-6 se muestra un esquema de este proceso. 
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Figura 5-6. Esquema simplificado de la relación entre el grado de saturación y la formación de 
cristales. 
Lo que se busca es la obtención de una solución sobresaturada que genere unos pocos 
núcleos de cristalización sobre los que crezcan unos pocos cristales, grandes y bien 
ordenados. Para ello, debe generarse una solución sobresaturada en los límites entre lo 
metaestable y lo inestable, intentando que dicha sobresaturación se alcance lentamente de 
modo gradual. De lo contrario, la precipitación puede darse en forma de agregados amorfos, 
no ordenados y no adecuados para su posterior difracción. 
Los diagramas de fases son una herramienta útil que ayuda a saber en qué estado se 
encuentra la disolución en función de diferentes variables que afectan a la solubilidad del 
soluto. Son ejemplos de este tipo de diagramas las figuras Figura 5-7 y Figura 5-8. La curva 
de solubilidad divide el espacio de la gráfica en dos regiones: una en la que los procesos de 
cristalización están favorecidos (sobresaturación) y otra en que los cristales se disuelven (no 
saturación). La curva de supersolubilidad divide la región de sobresaturación en condiciones 
de muy alta sobresaturación, donde la nucleación y el crecimiento de cristales compiten 
(fase lábil o inestable) y la región de sobresaturación más baja donde sólo ocurre el 
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Figura 5-7. Diagrama de fases (I): solubilidad en función de la concentración de precipitante ([41]). 
 
Figura 5-8. Diagrama de fases (II): solubilidad en función de la temperatura y la concentración de 
proteína ([42]). 
5.3.1.1. Factores determinantes de la solubilidad 
Como se ha comentado en el apartado anterior, la solubilidad es uno de los factores clave a 
tener en cuenta a la hora de diseñar los experimentos cristalográficos. La solubilidad de los 
complejos ADN-péptido y ADN-droga que se tratan en este proyecto son función de otras 
variables que se pueden modificar para conseguir un mejor resultado. A continuación se 
nombran algunas de estas variables: 
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Factores modificantes de la solubilidad 
- Eliminación de agua 
- Cambios en el pH 
- Cambios en la temperatura 
- Baja/alta fuerza iónica 
- Precipitantes poliméricos (p .ej. polietilenglicoles, PEG) 
- Solventes orgánicos no volátiles (p. ej. metilpentanodiol, MPD) 
- Solventes orgánicos volátiles (p. ej. etanol, isopropanol) 
Tabla 5-2. Factores que afectan a la solubilidad de los complejos estudiados. 
En próximos apartados se comentan algunos de estos parámetros. 
Además de estos factores, es importante tener algunas consideraciones: 
- La relación de concentración del péptido o droga respecto al oligonucleótido también 
puede determinar la formación o no del complejo. 
- El efecto que tiene la droga intercalante DAPI al unirse al oligonucleótido ya que al 
unirse baja la solubilidad del complejo. 
- Todas las disoluciones que se utilicen tienen que ser lo más puras posible para 
evitar cualquier intromisión de impurezas que pudiesen afectar al grado de orden de 
las moléculas y dificultar la obtención de cristales de calidad. 
5.3.2. Cristalización por difusión de vapor 
Aunque existen diferentes estrategias a seguir para conseguir una correcta cristalización 
(consultar anexo A.2.4),  en este proyecto el método que se ha utilizado es la difusión de 
vapor. 
La difusión de vapor es una de las técnicas más comunes para alcanzar la sobresaturación 
en cristalografía. Esta técnica se basa en un sistema cerrado en el que se encuentra un 
reservorio, también llamado pozo, que contiene una disolución con el precipitante, y una 
gota, de volumen mucho menor, que contiene la disolución donde se encuentran las 
moléculas a cristalizar además de otros componentes como sales, tampón, espermina, 
drogas, etc. La gota también contiene precipitante pero siempre en menor medida que el 
pozo. Esta variación de concentración provoca que la presión de vapor sea distinta. Dado 
que se trata de un sistema cerrado, éste tiende a equilibrar las concentraciones de 
precipitante mediante la difusión de vapor hasta igualarlas. Como el precipitante usado en 
este proyecto es MPD, que es menos volátil que el agua, se pasa agua de la gota al pozo (si 
el precipitante fuese más volátil que el agua, sería el propio precipitante del pozo el que 
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pasaría a la gota). Esto provoca una disminución del volumen de la gota cosa que conlleva a 
un aumento de la concentración de los componentes que se encuentran en ella, entre ellos 
el ADN, y se consigue llegar a la sobresaturación para obtener el precipitado idealmente en 
forma de cristal. 
Existen principalmente dos modalidades de esta técnica: gota colgante o gota sentada 
(Figura 5-9) cuya única diferencia es la posición de la gota. En la gota colgante, ésta se 
mantiene adherida a un cubreobjetos tratado con silano, para conseguir una superficie 
hidrofóbica, y suspendida sobre el pozo. En la gota sentada, en cambio, la gota reposa 
sobre un puente colocado en el pozo, por encima de la disolución del reservorio. En ambos 
casos el sistema se encuentra sellado con silicona para evitar la evaporación de la 
disolución del pozo y de la gota. 
 
 
Figura 5-9. Esquema de las técnicas de gota colgada y gota sentada 
En este proyecto se ha utilizado la técnica de la gota colgada utilizando dos soportes 
diferentes (Figura 5-10): placas de poliestireno de 24 pozos (Linbro box) y cápsulas 
individuales (ETS; Caubere, Francia). La diferencia principal viene en la finalidad de la 
realización de las gotas. Generalmente, las placas Linbro se utilizan para cubrir un amplio 
rango de combinaciones de las diferentes variables de cristalización en lo que se denomina 
método de matriz dispersa (screening o sparse matrix). Las cápsulas individuales se utilizan 
para la optimización de las combinaciones de la matriz anterior que han dado mejores 
resultados. No obstante, las cápsulas individuales son más prácticas a la hora de 
manipularlas en el proceso de seguimiento de la evolución del cristal por lo que ambas fases 
(screening y optimización) pueden llevarse a cabo en cápsulas individuales. 
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Figura 5-10. Diferentes soportes para la técnica de gota colgante; izquierda placa Linbro; derecha 
cápsula individual (adaptadas de http://www.jenabioscience.com/cms/en/1/catalog/301_linbro_plates.html y 
http://www.dutscher.com/frontoffice/produitDisplay.do?produitId=0J-28-31). 
La utilización de las placas Linbro conlleva una preparación anterior de los cubreobjetos 
para aumentar la tensión superficial y conseguir una buena adherencia de las gotas así 
como una esfericidad mayor de la misma. La metodología que se sigue es la siguiente: 
- Se disponen los cubreobjetos sin tratar en una gradilla que permita la separación 
entre ellos. 
- Se sumergen en la disolución de silanización, que contiene cloro y etanol. 
- Se dejan secar durante 1 hora aproximadamente. 
- Pasado este tiempo, se lavan con agua y etanol y se dejan secar hasta el día 
siguiente. 
Este proceso debe llevarse a cabo dentro de una campana extractora usando guantes y 
mascarilla como protección debido a la toxicidad del silano. 
A continuación se exponen los pasos a seguir a la hora de realizar la gota en el caso de 
utilizar placas Linbro: 
- Añadir silicona en el borde del pozo sobre el cual se colocará la gota. 
- Llenar el pozo con la solución de precipitante correspondiente (normalmente 1 ml) 
- Pasar suavemente sobre el cubreobjetos papel de filtro (Whatman®) para eliminar 
posibles partículas de suciedad. 
- Colocar el cubreobjetos sobre un soporte para facilitar la manipulación del mismo. 
- Añadir las soluciones que forman la gota (normalmente volumen final de 5-10 μl). 
- Girar el cubreobjetos cuidadosamente y colocar encima del pozo correspondiente 
presionando suavemente para asegurar la estanqueidad del sistema. 
- Repetir el proceso para toda la placa. 
- Guardar la placa en la nevera o cámara a la temperatura correspondiente. 
Durante el seguimiento de las gotas, se debe separar el cubreobjetos con extremo cuidado 
debido a la fragilidad del mismo y, si se debe cambiar la disolución del pozo, se debe 
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pipetear para extraerla y volver a pipetear la nueva. A continuación se coloca de nuevo el 
cubreobjetos presionándolo para que quede bien cerrado. 
En el caso de utilizar cápsulas individuales, el proceso se simplifica debido a que sólo se 
tiene que pipetear la disolución del pozo en la parte inferior de la cápsula y pipetear las 
disoluciones que conforman la gota en la parte superior. El proceso finaliza cuando se 
encajan la parte inferior y la superior. 
Es importante tener a mano algún objeto como una tapa o similar para cubrir la zona del 
cubreobjetos en el caso de la placa Linbro o la tapa superior en el caso de las cápsulas 
individuales mientras se añaden las disoluciones que forman la gota para evitar que entre en 
contacto con alguna contaminación del ambiente.   
Por último, el orden de adición de los reactivos a la hora de formar la gota ha de ser el 
adecuado. Es preferible la adición de volúmenes grandes a pequeños pero es importante 
que los últimos tres reactivos sean, por este orden: péptido/droga, espermina (si lleva) y 
NiCl2 (si lleva). Esto es debido a que según las condiciones de la gota, puede que al añadir 
el péptido/droga ya se dé la precipitación, por lo que no sería necesario añadir los otros dos 
reactivos que ayudan a precipitar. Si no precipita, se añade la espermina, se observa si 
precipita o no y en caso negativo se añade por último el NiCl2. Por lo tanto, el orden de 
adición suele ser:  
1. Tampón (o solución de cristalización) 
2. Agua (para completar el volumen final) 
3. Oligonucleótido 
4. Péptido/Droga 
5. Otros (NiCl2, espermina…) 
Una vez realizada la gota, ésta se dejará reposar a una determinada temperatura y se 
realizará un seguimiento continuado de la misma. En este proyecto las gotas se han 
realizado a 20ºC y después se han llevado en la mayoría de los casos a 4ºC, siempre antes 
con un paso intermedio a 11ºC para que no se produzca un cambio térmico demasiado 
fuerte. La revisión consiste en la observación de las gotas a través de microscopia con luz 
polarizada. Normalmente, se realiza una revisión cada dos días, realizando los cambios 
pertinentes en la misma, ya sea el cambio completo de la disolución del pozo por una más 
concentrada en primeros estadios del proceso o bien la adición de volúmenes más 
pequeños directamente a la disolución del pozo en estadios más avanzados, cuando se 
empiezan a apreciar núcleos de cristalización en la gota. Este proceso continúa hasta que 
se observan cristales suficientemente buenos como para su difracción con rayos X, es decir, 
un monocristal con alta birrefringencia, lados rectos y uniforme. El fenómeno de la 
birrefringencia ocurre cuando un material, al presentar orden interno, desvía la luz 
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polarizada. En el caso de los cristales, cambian de color oscuro a brillante cuando se giran 
un ángulo de 45º. En ese momento se procede al montaje de cristales (apartado 5.3.4).   
5.3.3. Variables de cristalización 
Para intentar encontrar las condiciones óptimas en las que conseguir un cristal adecuado 
para difractar es necesario explorar las diferentes combinaciones de las variables de 
cristalización tanto como sea posible. Esta tarea requiere un gran número de pruebas 
experimentales que se tienen que controlar a menudo por lo que es un proceso lento y que 
requiere mucha dedicación. 
En esta búsqueda de la combinación adecuada, el primer paso es diseñar una matriz de 
experimentos que cubran el máximo de combinaciones posibles de las variables que se 
eligen (screening) para después optimizar aquellas que hayan dado mejores resultados. 
Para este proyecto, se han tenido en cuenta las siguientes variables: 
- Temperatura:  
Este parámetro es importante sobre todo para los oligonucleótidos ya que cada uno 
tiene un rango de temperaturas donde es más probable que cristalice dependiendo 
de su longitud y del tipo de secuencia (a modo de ejemplo a partir de experimentos 
realizados en nuestro laboratorio se ha podido ver cómo el oligonucleótido (AT)5 
cristaliza mejor a 4ºC). En general, a menos temperatura se favorece la nucleación. 
No obstante, un enfriamiento rápido debido a una temperatura muy baja puede 
provocar la formación de muchos cristales pequeños malos.  
Para realizar los experimentos, se dispone de dos salas aclimatadas a diferente 
temperatura, concretamente una habitación con aire acondicionado constante a 20º 
y una cámara fría a 4ºC ambos con microscopios para conservar la temperatura, así 
como dos neveras a 16ºC y 11ºC, respectivamente. De esta forma se dispone de un 
rango de temperaturas para poder cambiar las gotas de lugar y favorecer la 
cristalización.  
En el presente proyecto la temperatura de realización de las gotas es de 20ºC. 
Inmediatamente después, se colocan en una nevera a 16ºC para, pasados 30 
minutos aproximadamente, llevarlas a la cámara fría a 4ºC, donde permanecen 
durante todo el seguimiento.  
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- Precipitante: 
La concentración de precipitante es función de la secuencia estudiada y las 
condiciones de la gota. Respecto a la concentración de precipitante, en general la 
relación entre concentraciones de precipitante y de sal así como de precipitante y de 
oligonucleótido es inversamente proporcional: más concentración de sal o de 
oligonucleótido requiere menos concentración de precipitante. El precipitante 
utilizado en este proyecto es principalmente el MPD (2-metil-2,4-pentanodiol), a 
veces acompañado por isopropanol. Es necesario que el contenido de isopropanol 
sea bajo ya que es muy volátil y en el proceso de pesca de cristales puede 
evaporarse fácilmente generando huecos que pueden estropear el cristal.  
Frecuentemente se han realizado disminuciones fuertes en la concentración de 
precipitante en el reservorio para disolver los cristales cuando éstos muestran 
excesivo desorden, o cuando han crecido demasiados en una misma gota. 
- Tampón: 
No existen evidencias de que el pH y el contraión tengan mucha influencia en la 
cristalización de ácidos nucleicos [43]. No obstante, pequeños ajustes pueden 
ayudar a mejorar la calidad del cristal. 
Es necesaria una concentración mínima de 15 y 20 mM así como un pH entre 5,5 y 
8. 
En el caso de este proyecto, el tampón que se utiliza mayoritariamente es el 
cacodilato sódico ya que contiene arsénico (Figura 5-11) que actúa como bactericida 
y ayuda a evitar la contaminación de la gota. El pH suele ser de 6 a 7.  
 
Figura 5-11. Molécula de cacodilato sódico. Puede verse el arsénico que actúa como bactericida. 
Para preparar la disolución, se sigue el procedimiento expuesto en la referencia [44] 
mezclando disoluciones de HCl y cacodilato de sodio en una proporción determinada 
según el pH deseado. La solución de cacodilato de sodio se prepara pesando la 
cantidad necesaria de NaCac y disolviéndola en agua. La disolución final al pH 
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adecuado se tiene que filtrar por un filtro de 2 μm para asegurar la mínima 
contaminación. 
- Sales: 
Las sales participan en la estabilización de la estructura de los ácidos nucleicos y 
juegan un papel importante en su función. Se pueden usar tanto sales con cationes 
monovalentes como con cationes divalentes o una mezcla de ambos. Las sales más 
comunes son: MgCl2, CaCl2, BaCl2, NaCl, KCl y CoCl2. 
Las sales que se utilizan en este proyecto son:  
 Cloruro de magnesio (MgCl2) 
 Cloruro de níquel (NiCl2) 
 Acetato de amonio (CH3COONH4, abreviado como NH4Ac) 
 Acetato de magnesio ((CH3COO)2Mg, abreviado como MgAc) 
Las disoluciones de cloruro de magnesio y las de níquel se preparan disolviendo una 
cierta cantidad que se ha pesado anteriormente en agua estéril milliQ® y 
posteriormente se filtran con microfiltros de celulosa de 0,22 µm de poro para evitar 
la presencia de sólidos y esterilizar. Ésta es la disolución madre a partir de la cual se 
realizan alícuotas más diluidas dependiendo de la concentración que se necesite. 
Las otras dos sales vienen integradas en las soluciones de cristalización que se 
comentan en este capítulo. 
- Espermina: 
La espermina es una poliamina lineal y simétrica que a menudo se utiliza en la 
cristalización y mejora de cristales de ADN y ARN. Su estructura es la siguiente: 
H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NH2 
Actúa como contraión neutralizando las cargas del ADN, provenientes de los fosfatos 
cargados negativamente, gracias a los cuatro grupos amino que se cargan 
positivamente en pHs adecuados, ayudando a la cristalización del mismo pero 
también actuando como precipitante dependiendo de su concentración [45]. Con 
concentraciones demasiado altas de espermina, se suele producir una precipitación 
rápida del ADN en forma de cristales imperfectos o en forma de precipitado cristalino 
o amorfo debido a la celeridad excesiva del proceso.  
Para preparar las disoluciones de espermina se siguen los mismos pasos que en el 
caso de las sales, descritos anteriormente. 
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- Soluciones de cristalización: 
Las soluciones de cristalización agrupan algunos de los reactivos con los que se 
forma la gota de manera que aumenta la comodidad del proceso de realización de 
gotas al disminuir el número de disoluciones que se tienen que preparar. Estas 
disoluciones contienen el tampón, el precipitante y algunas sales. En el proyecto 
presente se han utilizado soluciones de cristalización de dos tipos: 
o Comerciales. Provienen de las matrices de búsqueda de Jancarik y Kim [46], 
que cubren múltiples combinaciones del espacio de cristalización. Estas 
matrices son comercializadas por la casa Hampton Research. En concreto, se 
han utilizado algunas de las soluciones de cristalización Natrix-HR2-116 de esta 
casa comercial: 7, 15, 42 y 43 (ver anexo A.2.2 para consultar una lista completa 
de estas soluciones y su composición). Estas soluciones contienen diferentes 
tipos de sal, precipitantes y solventes orgánicos, a diferentes pHs y a diferentes 
concentraciones.  
o Adaptadas. Debido a la infinidad de combinaciones posibles, las soluciones de 
cristalización comerciales no bastan para cubrir todo el espacio de cristalización. 
En estos casos, se procede a prepararlas en el laboratorio con las especies y 
concentraciones deseadas (ver anexo A.2.3 para consultar una lista de las que 
se han utilizado en este proyecto). 
5.3.4. Montaje de cristales 
Una vez se han obtenido cristales de suficiente calidad, se procede a su extracción de la 
gota y conservación en nitrógeno líquido para su posterior difracción mediante rayos X. Este 
proceso es el montaje de cristales comúnmente llamado “pesca” de cristales. 
La operación de extracción de cristales es sumamente delicada debido a la fragilidad de los 
mismos (Figura 5-12). Se debe realizar con guantes y con la máxima precaución y asepsia 
posible para evitar cualquier tipo de contaminación del cristal. 
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Figura 5-12. Proceso de pesca de cristales en la cámara a 4ºC del Departamento de Ingeniería 
Química de la ETSEIB.  
El proceso se realiza con la ayuda de un criolazo (cryoloop) que consiste en un lazo de 
nylon unido a una varita metálica. Este criolazo está unido a una base (cryo-pin) y el 
conjunto se guarda en un vial ajustado a su medida (cryo-vial) (Figura 5-13). Existen 
diferentes grosores del hilo de nylon así como tamaños del lazo para ajustarse a las 
características del cristal.  
          
Figura 5-13. Izquierda: Esquema de un lazo con las diferentes partes que lo componen 
(http://people.mbi.ucla.edu/sawaya/m230d/Data/data.html). Derecha: Ejemplo de lazo con cristal. En 
concreto se trata del cristal MM101-1, difractado en las instalaciones del sincrotrón de Grenoble.  
El cristal queda suspendido dentro del lazo de nylon debido a tensiones superficiales del 
disolvente. El vial se llena de nitrógeno líquido por lo que el cristal queda sumergido y 
congelado instantáneamente [47]. El vial se coloca en una caña metálica que puede 
almacenar hasta cuatro viales y ésta se guarda en un bidón lleno de nitrógeno líquido hasta 
que se vaya a efectuar la difracción de rayos X. Congelar el cristal permite conservarlo en 
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buen estado hasta que se pueda analizar y también minimiza los posibles daños de la 
radiación. 
Uno de los inconvenientes de la criogenia es la posible aparición de cristales de hielo que 
afectan a los espectros de difracción ya que aparecen unos anillos típicos a resoluciones 
relativamente altas (sobre los 3 Å). Para reducir al máximo este riesgo se utilizan 
crioprotectores como el 2-metil-2,4-pentanodiol (MPD) y el polietilenglicol (PEG) que evitan 
la formación de hielo. Dado que en las gotas del presente proyecto se utiliza como 
precipitante MPD, éste ya actúa como crioprotector así que no hace falta hacer ningún paso 
extra siempre que se asegure que su concentración sea superior al 20% en volumen en el 
momento de extraer el cristal de la gota. Si no fuese así, el cristal debería someterse a una 
serie de baños de concentración creciente de MPD hasta llegar a la deseada. 
5.4. Cristalografía de rayos X 
Los rayos X son radiaciones electromagnéticas con una longitud de onda comprendida entre 
0,1 y 150 Å. Dado que su magnitud es comparable a las distancias interatómicas, la 
cristalografía de rayos X es una de las técnicas físicas más potentes para la resolución de 
problemas estructurales de la materia sólida ordenada. Un estudio estructural correctamente 
realizado proporciona una fotografía tridimensional, a escala atómica, del material 
cristalizado. 
5.4.1. Conceptos previos 
Para entender los puntos que se exponen en este capítulo del presente proyecto, es 
importante repasar algunos conceptos sobre el material cristalino. 
La denominada estructura cristalina está caracterizada microscópicamente por la 
agrupación de iones, átomos o moléculas según un modelo de repetición periódica. En los 
cristales, los átomos, los iones o las moléculas se empaquetan dando lugar a motivos que 
se repiten desde cada 5 Å hasta las centenas de Å. Esa repetitividad, en tres dimensiones, 
se denomina red cristalina. 
El conjunto mínimo que se repite por traslación ordenada en las tres direcciones del espacio 
y que genera todo el cristal es la celdilla elemental o celdilla unidad. Su tamaño viene 
determinado por la longitud de sus tres aristas (a, b, c) y la forma por el valor de los ángulos 
entre dichas aristas (α, β, γ) (Figura 5-14).  
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Figura 5-14. Celdilla elemental (derecha). El apilamiento de celdillas elementales forma el cristal 
(izquierda) (adaptado de http://www.xtal.iqfr.csic.es/Cristalografia/parte_03.html). 
El contenido de la celdilla elemental o unitaria (átomos, moléculas, iones) recibe el nombre 
de unidad asimétrica o motivo y puede describirse por un punto (punto reticular) que 
representa a todos y cada uno de los constituyentes del motivo. A partir de esta unidad 
asimétrica puede formarse cualquier parte del cristal mediante operaciones de simetría 
(Figura 5-15).  
 
Figura 5-15. De izquierda a derecha se ve cómo la unidad asimétrica se repite a sí misma mediante 
elementos de simetría, en este caso eje helicoidal, reproduciendo la celdilla elemental. La repetición 
de celdillas elementales, en las tres direcciones del espacio, genera el cristal (adaptado de 
http://www.xtal.iqfr.csic.es/Cristalografia/parte_03.html). 
Para una misma red de puntos reticulares, se puede establecer más de una celdilla unitaria, 
como puede verse en el ejemplo de la Figura 5-16 donde los peces corresponderían al 
motivo y dependiendo de donde se coloquen da lugar a diferentes celdillas unitarias. Según 
la localización de estos puntos, se distinguen 14 tipos de celdillas posibles conocidas 
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Figura 5-16. Según la localización de la unidad asimétrica (peces) se generan diferentes celdillas 
unitarias (http://www.chem.ox.ac.uk/icl/heyes/structure_of_solids/lecture1/lec1.html). 
La combinación de los elementos de simetría presentes en los cristales y los distintos tipos 
de celdilla posibles da lugar a los denominados grupos espaciales o grupos de Laue. Éstos 
vienen recogidos en las llamadas International Tables for X-ray Crystallography [48] y, 
aunque existen 230 grupos espaciales posibles, las restricciones para moléculas orgánicas 
hace que el número de grupos espaciales se reduzca a 65 (consultar anexo A.2.5).  
5.4.2. Difracción de rayos X 
Cuando un haz de rayos X incide sobre una muestra, éste interacciona con los electrones 
de los átomos que la componen, haciéndolos vibrar a una frecuencia similar a la de la 
radiación incidente. Así, estos electrones oscilantes se convierten en focos de nueva 
radiación X que se emite en forma esférica, fenómeno que se conoce como dispersión, 
normalmente elástica. Los rayos X dispersados por los electrones interfieren entre sí, 
pudiendo dar lugar a cancelaciones (interferencias destructivas). No obstante, si la muestra 
está suficientemente ordenada (y en un cristal de calidad los átomos están ordenados de 
manera regular y periódica), hay determinadas direcciones en que los rayos X dispersados 
se combinan y refuerzan para dar lugar a la difracción de rayos X (reflexión cooperativa). 
Para describir el fenómeno de la difracción se puede hacer uso de modelos físicos y 
geométricos, basados estos últimos en el principio establecido por Lawrence Bragg (1913), 
que establece que la difracción de los rayos X en los cristales se comporta como una 
reflexión óptica. Esta reflexión ocurriría en unos planos virtuales de la red cristalina (planos 
de Bragg), y así, la difracción se produce entre planos paralelos distanciados entre sí un 
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valor d, para un ángulo de incidencia θ, tal que la diferencia del camino recorrido por los dos 
trenes de onda sea igual a un múltiplo de la longitud de onda λ (Figura 5-17). 
 
n·λ = 2·dhkl·senθ 
Figura 5-17. Representación gráfica de la ley de Bragg junto con la ecuación de Bragg donde: n = un 
número natural, λ = longitud de onda, dhkl = distancia interplanar de una familia de planos de índices 
hkl y θ = ángulo incidente (igual al de difracción), llamado ángulo de Bragg (adaptada de 
http://www.microscopy.ethz.ch/bragg.htm). 
5.4.2.1. Índices de Miller 
Los planos de Bragg se agrupan en familias de planos paralelos, de espacio constante d. 
Para la identificación de cada una de estas familias se utiliza un triplete de números, 
genéricamente conocidos como índices de Miller (hkl), donde cada uno de estos números 
corresponde al número de partes idénticas en que la familia de planos corta a los ejes de la 
celdilla elemental (Figura 5-18). 
 
Figura 5-18. Diferentes índices de Miller para una celdilla aleatoria. Se representan entre paréntesis 
(http://zh.wikipedia.org/wiki/File:Indices_miller_plan_exemple_cube.png). 
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Considerando un plano cualquiera dentro de la celdilla, se determina en qué punto corta 
cada eje cristalográfico, se invierten y se escriben entre paréntesis. En caso de que el 
número sea negativo, se escribe el índice con una barra horizontal encima, en lugar de con 




                         
 
 





- x, y, z: puntos donde el plano corta los tres ejes del espacio. 
- a, b, c: aristas de la celdilla unitaria. 
5.4.2.2. Red recíproca y modelo de Ewald 
Para que se produzcan todos los haces difractados posibles, el cristal debe ser girado de tal 
forma que todos los planos virtuales se coloquen en la posición adecuada para cumplir la ley 
de Bragg. Para intentar comprender mejor esta idea, entran en juego los conceptos de red 
recíproca y de modelo de Ewald, que es una simplificación de la ley de Bragg. 
En el modelo de Ewald se reemplaza cada familia de planos paralelos virtuales (planos de 
Bragg) por un punto geométrico. De esta manera, todas las familias de planos posibles 
definen una red de puntos llamada red recíproca que está rígidamente asociada con la red 
cristalina original por ser su transformada de Fourier. Según el modelo de Ewald, al girar el 
cristal, la difracción ocurrirá cuando cada uno de estos puntos recíprocos interseque con la 
superficie de una esfera virtual de radio igual al inverso de la longitud de onda (esfera de 
Ewald). Las distancias medidas en el espacio recíproco tienen un valor inverso en el 
espacio real. 
En resumen, cuando un punto recíproco se sitúa en la superficie de la esfera de Ewald, los 
planos de Bragg (perpendiculares al vector de posición del punto recíproco) están 
cumpliendo la ley de Bragg (Figura 5-19) y, por lo tanto, será una difracción que se podrá 
observar en el espectro de difracción. 
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Figura 5-19. (a) Construcción de la red recíproca a partir de las familias de planos de Bragg. Cada 
una de las familias está representada por un solo plano (línea azul), perpendicular al dibujo. Los 
puntos recíprocos (puntos rojos), están situados en la dirección perpendicular a su familia de planos y 
a una distancia del origen inversamente proporcional al espaciado d de cada familia. Estos puntos se 
identifican con los mismos índices de Miller que los planos. (b) Interpretación de la difracción según el 
modelo de Ewald. Cuando un punto recíproco P(hkl) se sitúa sobre la superficie de la esfera de radio 
1/λ se genera un haz difractado que emergiendo del centro de la esfera pasa por P(hkl) (adaptada de 
Gómez-Moreno y Sancho, 2003, consultar Bibliografía complementaria). 
5.4.2.3. Recogida de datos 
En los experimentos de difracción se suelen usar rayos X con una longitud de onda definida 
del orden de 1 Å (rayos X duros), por ser de magnitud igual a las distancias interatómicas. 
Mediante el uso de monocromadores, la longitud de onda deseada (monocromática) se filtra 
del espectro total de rayos X (policromático) que se obtienen en tubos (laboratorios de 
cristalografía) o en sincrotrones. Un colimador se encarga de que el haz que incida en el 
cristal sea completamente recto.  
El cristal se coloca en un goniómetro que permite girar la muestra en distintas orientaciones 
espaciales. El cristal suele girar en intervalos pequeños mientras sobre él inciden los rayos X 
y el detector recoge la intensidad de los haces difractados.  
Cuando el haz incide en la muestra, se produce calor y radicales libres en la misma. Para 
evitar la degradación del cristal que este hecho podría causar, es muy importante enfriar la 
muestra mediante un flujo laminar de nitrógeno líquido. 
En la Figura 5-20 pueden apreciarse las diferentes partes comentadas que forman el 
difractómetro. 
a b 
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Figura 5-20. Imagen del difractómetro que se ha utilizado en el presente proyecto tomada en la 
Plataforma Cristal·logràfica del Parc Científic. Pueden identificarse las distintas partes que lo forman. 
La generación de rayos X es diferente según si se obtiene de manera convencional en tubos 
o en instalaciones sincrotrón.  
Los rayos X que se producen de manera convencional se generan en tubos de alto voltaje, 
en los que una placa metálica (el ánodo, normalmente de Cu) se bombardea con electrones 
acelerados que se emiten desde un filamento incandescente. La radiación así generada 
está formada por un conjunto de radiaciones monocromáticas (líneas características), de 
longitud definida del orden de 1 Å sobrepuestas al espectro continuo.  
La radiación sincrotrón se genera de manera diferente. Las instalaciones sincrotrón se 
caracterizan por ser aceleradores de partículas en forma de anillos toroidales de gran 
envergadura (del orden de kilómetros) donde se inyectan partículas cargadas eléctricamente 
(electrones o positrones) que circulan a velocidades cercanas a la de la luz. El proceso 
comienza cuando un cañón emite las partículas cargadas y las vierte en un primer 
acelerador lineal donde comienzan a tomar velocidad. De aquí las partículas pasan a un 
anillo (sincrotrón propulsor) más pequeño que el exterior, donde giran repetidas veces hasta 
alcanzar la velocidad máxima. El movimiento de las partículas es posible gracias a campos 
magnéticos creados por grandes imanes. Una vez han llegado a la velocidad punta, pasan a 
un segundo anillo exterior (anillo de almacenaje) donde circulan a velocidad constante por 
canales rectilíneos discontinuos para adaptarse a la curvatura del anillo. Cuando las 
partículas cambian de dirección para pasar de un canal a otro, se emite la radiación 









los rayos X 
Detector 
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que van desde las microondas hasta los rayos X duros. Es esta radiación la que aprovechan 
las diferentes líneas de investigación situadas tangencialmente al anillo (beamlines). 
La radiación sincrotrón, comparada con la generada de manera convencional, presenta una 
serie de ventajas como son la disponibilidad de una amplia gama de longitudes de onda así 
como la alta intensidad de radiación, que se traduce en una disminución del tiempo de 
realización de los experimentos.  
En el presente proyecto se ha tenido la oportunidad de utilizar ambos tipos de radiación para 
difractar algunos de los cristales obtenidos: 
- En el caso de la radiación convencional en laboratorio se pudieron utilizar las 
instalaciones de la Plataforma Cristal·logràfica del Parc Científic de Barcelona 
(Figura 5-20, Figura 5-21). En ellas se disponía de un generador de rayos X con 
ánodo rotatorio de cobre de longitud de onda constante e igual a 1,5418 Å. 
 
Figura 5-21. Instalaciones de la Plataforma Cristal·logràfica del Parc Científic de Barcelona. 
- En el caso de la radiación sincrotrón, se llevaron cristales al sincrotrón ERSF 
(European Synchrotron Radiation Facility), a la línea española BM-16 en Grenoble, 
Francia (Figura 5-22).  
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Figura 5-22. Izquierda: imagen aérea de las instalaciones del ESRF. Derecha: Esquema de todas las 
beamlines del ERSF. 
Procedimiento experimental 
Una vez ha llegado el momento de difractar el cristal que previamente ha sido pescado y 
congelado (apartado 5.3.4), la base del criolazo se ajusta al cabezal del goniómetro con la 
ayuda de un criotrón (un tipo de pinzas que ayudan a mantener el cristal congelado). El 
goniómetro debe centrarse para que los rayos X incidan en la muestra a lo largo de los 360º 
de giro. 
Durante la difracción, se controla el proceso de recogida de datos desde una cabina de 
control donde pueden manipularse diferentes variables gracias a programas informáticos. 
Se ha utilizado el método de oscilación en el que se utilizan ángulos de giro pequeños que 
permiten recoger varios niveles recíprocos a la vez sobre cada posición del cristal. 
Las variables que se pueden manipular en este método son: 
- Ángulo de oscilación o ángulo que gira el goniómetro durante la captura de cada 
imagen. Debe ser pequeño. 
- Ángulo total que gira el goniómetro. Interesa que sea 360º para explorar todo el 
cristal aunque normalmente es menos debido a la cantidad de tiempo disponible. 
- Distancia focal o distancia al detector. Se controla la resolución, es decir, la distancia 
mínima que se puede detectar. Depende de la calidad del cristal, si está más 
 Línea española 
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ordenado podrá llegarse a más resolución. En función de esto se distinguen dos 
tipos de experimentos: 
o Experimentos de baja resolución (distancia focal grande): las difracciones de 
baja resolución aparecen en el centro de la imagen y corresponden a 
distancias grandes.  
o Experimentos de alta resolución (distancia focal pequeña): las difracciones 
de alta resolución aparecen en los extremos de la imagen y corresponden a 
distancias pequeñas (intermoleculares o interatómicas). 
- Tiempo de exposición: regulado en función de la velocidad máxima de giro del 
goniómetro, el ángulo de oscilación y la distancia al detector. 
- Longitud de onda (si se puede). 
Con esto, se obtienen diferentes mapas de difracción donde cada mapa corresponde a cada 
intervalo de giro (Figura 5-23). Normalmente se inicia el proceso con unas 5 oscilaciones y 
observando las reflexiones obtenidas en los mapas se decide si se realiza un proceso de 
recogida de datos más largo o no debido a la poca calidad del cristal. 
 
Figura 5-23. Ejemplo de mapa de difracción de un cristal, concretamente una anhidrasa β-carbónica 
bacteriana (adaptada de http://departments.colgate.edu/chemistry/rowlett_research.html). 
5.4.3. El problema de las fases  
Para lograr conocer la estructura interna de un cristal es necesario determinar la densidad 
electrónica ρ(xyz) para cada punto de la celdilla elemental. Se parte del espectro de 
difracción donde la intensidad y posición de las difracciones facilita información del espacio 
recíproco. La transformación del espacio recíproco al cristalino implica la resolución de una 
transformada de Fourier (Ec. 5.3). 
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Ec. 5.3. Función de densidad electrónica definida en cada punto de la celdilla elemental (xyz). 
Representa la transformada de Fourier entre el espacio cristalino, definido por ρ(xyz), y el espacio 
recíproco, definido por los factores de estructura F(hkl). 
En esta ecuación intervienen unas magnitudes llamadas factores de estructura, F(hkl), que 
representan a las ondas resultantes de la dispersión de todos los átomos en cada una de las 
direcciones.  
Dado que los factores de estructura son ondas, se pueden describir por el conjunto de sus 
módulos |F(hkl)| y sus fases Φ(hkl): 
- Los módulos representan las amplitudes de los haces difractados y están 
directamente relacionados con las intensidades de las reflexiones del espectro. 
- Las fases de las reflexiones representan las fases de unas ondas respecto de otras y 
no existen técnicas experimentales para medirlas. Es lo que se conoce como 
problema de las fases. Para resolver este problema existen diferentes métodos:  
o Método del Reemplazo Isomorfo Múltiple (MIR). 
o Método de Dispersión Anómala Múltiple (MAD). 
o Método de Reemplazo Molecular (MR). 
En el presente proyecto se ha utilizado el método de Reemplazo Molecular para resolver el 
problema de las fases. Este método se basa en la observación de que moléculas orgánicas 
similares presentan estructuras cristalinas similares. Así, partiendo de un modelo conocido 
de una molécula similar a la molécula de estudio, se aplican operaciones de rotación y 
traslación para orientarlo convenientemente haciendo que coincida con la molécula 
problema y se calcula el mapa de densidad electrónica usando los factores de estructura 
experimentales. 
5.5. Análisis de datos 
Las fases que componen el análisis de datos desde la recogida de los mismos hasta la 
obtención de la estructura cristalina final son: 
- Indexado, integrado, procesado y escalado. 
- Resolución de la estructura. 
- Afinado. 
- Obtención de mapas de densidad y validación. 
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Dado el gran número de operaciones matemáticas que intervienen en estas fases, todo el 
proceso está informatizado. Es por ello que para cada una de estas fases existen diferentes 
programas informáticos que llevan a cabo el tratamiento matemático requerido. 
5.5.1. Indexado, integrado, procesado y escalado 
El objetivo del indexado es determinar, a partir de una o varias fotos dependiendo de la 
calidad de ellas, la simetría del cristal, las dimensiones de la celda y el grupo espacial. Para 
ello, se puede realizar un autoindexado que se tiene que revisar y realizar una selección 
manual de los picos del espectro de difracción que se utilizaran, eligiendo las reflexiones 
más fuertes y redondas e ignorando las poco definidas y ovaladas (las reflexiones poco 
redondas indican desorden del cristal). Una vez se ha hecho esto, el programa asigna a 
todos los picos observados el correspondiente índice de Miller. A partir de esto, el programa 
encuentra las direcciones de los ejes del cristal y, en consecuencia, la celdilla elemental. No 
obstante, el programa no sólo muestra una solución sino distintas opciones de celdilla y 
grupo espacial con diferentes porcentajes de error. Dicho error hace referencia a la 
diferencia entre los grupos espaciales posibles y el ajuste de los datos experimentales a 
éstos. Se pueden modificar parámetros como la mosaicidad, el tamaño y la forma de la 
mancha, la distancia del detector, etc. 
En la integración se calcula mejor la posición del máximo de intensidad. Para ello se asigna 
un perfil Gaussiano a las reflexiones, el radio del cual se evalúa a partir de datos 
experimentales aplicando un ajuste de perfil (profile fitting). Este proceso consta de dos 
pasos: primero se realiza una predicción del perfil basada en el perfil de otras reflexiones en 
un radio determinado. Después, la información de este perfil predicho y el actual se 
combinan y se minimiza la diferencia entre los dos por mínimos cuadrados. 
En el procesado se obtiene la información de todas las fotos recogidas en forma de 
intensidades. 
Una vez recogidas todas las intensidades se lleva a cabo el escalado, que tiene por objetivo 
aplicar la misma escala a cada reflexión ya que nunca son iguales por motivos 
experimentales (fluctuaciones del rayo, imperfecciones, etc.) y obtener una media de todas 
las intensidades,        . Además, se obtienen unas estadísticas que dan idea de la calidad 
de los datos: 
- Resolución máxima, I/σ (I: intensidad de reflexión, σ: desviación de la intensidad): Se 
considera que si este parámetro es inferior a 2 se trata de una reflexión despreciable. 
- Rmerge: Debe de ser menor del 15% y se expresa como: 
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Ec. 5.4. Ecuación para el cálculo de Rmerge. 
-   : Ha de ser próximo a 1 y se expresa como: 
      
       
    
 
Ec. 5.5. Ecuación para el cálculo de   . 
Donde ε es un parámetro que se puede modificar durante el escalado para obtener 
valores de    cercanos a 1. 
- Completitud: Tanto por ciento de reflexiones únicas que se han obtenido. 
- Redundancia: Cantidad de veces que se repiten las reflexiones. 
En este punto se dispone de un archivo con todas las reflexiones únicas que se utilizará en 
etapas posteriores. Este proceso se puede repetir tantas veces como sea necesario para 
optimizar los datos. 
Finalmente se convierten las intensidades obtenidas en el escalado en factores de 
estructura mediante la siguiente fórmula: 
            
Ec. 5.6. Ecuación para la conversión de intensidades en factores de estructura. 
5.5.2. Resolución de la estructura 
Como se ha comentado en el apartado 5.4.3, para lograr resolver la estructura cristalina se 
necesita un mapa de densidad electrónica. Llegados a este punto, se dispone de los 
factores de estructura pero no de las fases relativas, que no se pueden calcular 
directamente. En el presente proyecto se ha utilizado el método de reemplazo molecular en 
el que se ajustan los datos experimentales a un modelo resuelto que se asemeje mediante 
operaciones de rotación y translación. 
Una vez realizada la orientación del modelo, se calculan unos parámetros que dan idea del 
nivel de adecuación del modelo a los datos experimentales: 
  
                        
            
 
Ec. 5.7. Ecuación para el cálculo de R. 
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Ec. 5.8. Ecuación para el cálculo de C. 
Donde: 
- F(obs) es el factor de estructura observado en las difracciones. 
- F(calc) es el factor de estructura calculado a partir del modelo. 
R es un parámetro que representa el error entre el modelo y la difracción experimental. A lo 
largo de los diferentes ciclos consecutivos que se dan en el proceso de resolución, este 
parámetro tendría que verse reducido, siendo un valor entre un 15% y un 25% aceptable 
para macromoléculas, como es el caso del presente proyecto. 
C es un coeficiente de correlación que da idea de la adecuación del modelo y los datos 
observados. Por lo tanto debe de ser lo más alto posible. 
5.5.3. Afinado 
El objetivo de este paso es mejorar la posición de los átomos dado que en la resolución de 
la estructura se trataba el modelo como un bloque. También se pueden añadir moléculas 
que puedan faltar como contraiones, precipitantes o drogas. 
Durante el afinado, la comparación entre modelo y datos experimentales se continúa 
basando en los factores de estructura y los valores que toman los parámetros R y C. Las 
variables que se afinan son para cada átomo sus coordenadas (xyz) y el denominado factor 
de temperatura (B), que hace referencia a la incertidumbre posicional de los átomos en la 
estructura debido al movimiento térmico. 
La información estereoquímica (distancias y ángulos de enlace) contenida en el modelo 
puede aplicarse de dos maneras: 
- Refino forzado (constrained refinement) rígidamente, dejando sólo variar los ángulos 
diédricos.  
- Refino restringido (restrained refinement): dejando variar los parámetros alrededor 
de un valor estándar controlados por un término energético. Aunque las 
coordenadas atómicas pueden ser variables, se aplican restricciones en cuanto a los 
ángulos y distancias de enlace, ángulos de torsión y distancias de van der Waals. 
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Para imponer que la masa de disolvente presente en el cristal aparezca como una región 
plana, ya que no está ordenada, se aplica un aplanamiento del disolvente (solvent 
flattening). 
El afinado puede llevarse a cabo mediante diferentes métodos: mínimos cuadrados, afinado 
por máxima probabilidad (maximum likelihood refinement), afinado por dominios rígidos 
(rigid body refinement) o por templado simulado (simulated annealing). 
Para asegurar que el factor R disminuye por una mejora del modelo y no por motivos 
matemáticos, se utiliza el denominado Rfree. Este factor corresponde al R de un conjunto de 
reflexiones, normalmente entre el 5 y el 10%, que no se afinan. En cada ciclo se comparan 
el R y el Rfree obtenidos, que deben disminuir de manera similar y terminar con un valor 
parecido.  
5.5.4. Obtención de mapas de densidad y validación 
Una vez se obtiene un modelo suficientemente aceptable, se calculan los mapas de 
densidad. En cristalografía de macromoléculas se utilizan normalmente dos tipos de mapas 
que se obtienen a partir de la transformada de Fourier representada por la Ec. 5.3: 
- Mapa de densidad 2Fo-Fc. Este tipo de mapa debe superponerse a la estructura del 
modelo. Si el modelo es erróneo, se verán mapas de densidad discontinuos y que no 
coinciden. Se calcula a partir de la siguiente ecuación: 
                              
Ec. 5.9. Ecuación para el cálculo del mapa de densidad 2Fo-Fc. 
- Mapa de diferencias Fo-Fc. Con este tipo de mapa se visualiza qué falta y qué sobra. 
Si el modelo fuese completamente correcto este mapa sería nulo ya que los factores 
de estructura observados y calculados serían iguales. Se calcula a partir de la 
siguiente ecuación: 
                            
Ec. 5.10. Ecuación para el cálculo del mapa de diferencias Fo-Fc. 
Una diferencia positiva quiere decir que existe una zona donde faltan electrones y es 
necesario añadir más átomos. Por el contrario, una diferencia negativa indica exceso 
de electrones, es decir, hay una zona donde sobran átomos o éstos son más 
pequeños. Con este tipo de mapas también se pueden detectar errores en las 
posiciones atómicas, ausencia de contraiones, drogas, precipitantes, etc. 
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Por último y para dar por terminado el análisis de datos se lleva a cabo la validación del 
modelo. Se tienen presentes aspectos como el factor R, la concordancia entre los mapas de 
densidad y el modelo y la reducción a cero de los mapas de diferencias. Asimismo, existen 
una serie de consideraciones químicas como distancias de enlace, ángulos, etc., que 
también deben tenerse en cuenta.  
5.5.5. Programas informáticos 
En la Tabla 5-3 que se muestra a continuación, se recoge un listado de todos los programas 
informáticos que se han utilizado en el análisis de datos llevado a cabo en el presente 
proyecto: 
 
Etapa Programa Referencia 
Recogida de datos Strategy Ravelli et al., 1997 
Procesado 
Denzo y HKL-2000 Otwinosky y Minor, 1997 
Imosflm A.G.W. Leslie and H.R. Powell (2007) 
XDS 
 W. Kabsch, 2010 Escalado XDS 
Obtención de los factores de 
escala  
XDS 
Reemplazo molecular AMoRe Navaza y Saludjian, 1997 
Afinado REFMAC5 Murshudov et al., 1997 
Visualización de mapas Coot 4.1  Emsley y Cortan, 2004 
Representación gráfica PyMOL Delano, 2003 
Realización de modelos  y 
figuras 
Turbo-Frodo Roussel et al., 1998 
Paquetes integrados CCP4suite 
Collaborative Computational Project, 
number 4, 1994 
Tabla 5-3. Listado de programas utilizados en el presente proyecto durante el análisis de datos  
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6. Resultados y discusión 
6.1. Preparación y cálculo de la concentración de los 
oligonucleótidos 
En este proyecto se ha preparado el oligonucleótido con secuencia C(AT)4G según el 
procedimiento explicado en el apartado 5.1.3.1. Las disoluciones de los demás 
oligonucleótidos utilizados (G3A3T2C2TC, CGT2A2T2A2CG, (AT)5 y A(AT)5T) estaban 
previamente preparadas y su concentración ya había sido calculada. 
Para el caso del oligonucleótido C(AT)4G, el cálculo del coeficiente de extinción utilizando 
los factores de la Tabla 5-1 es el siguiente: 
                                          
                                        
                     
La disolución madre de este oligonucleótido se ha preparado diluyendo 1,25 mg de 
oligonucleótido en 60 µl de agua mQ estéril. De esta disolución se han pipeteado 0,5 µl que 
se diluyen en 500 µl de agua mQ estéril con lo que se obtiene la muestra preparada para 
leer su absorbancia en el espectrofotómetro UV-Visible. En la Figura 6-1 se muestra la 









Figura 6-1. Absorbancia de la muestra de oligonucleótido C(AT)4G. Se observa el máximo de 
absorbancia a 260 nm. 
Pág. 68  Memoria 
 
A 260 nm se puede observar el pico de absorbancia que tiene un valor de 0,573. 
Una vez se tienen todos los datos, se calcula la concentración utilizando la ecuación de 
Lambert-Beer (Ec. 4.1.): 
  
    
   
 
     
     
 
            
           
    
 
              
Aplicando los factores de dilución necesarios, se calcula la concentración de la muestra 
original: 
          
    
 
 
            
          
     
    
 
                           
El valor obtenido corresponde a la concentración de la cadena sencilla. Como se ha 
comentado anteriormente, es necesario trabajar con la concentración de la cadena doble, 
por lo tanto, este valor se divide entre dos para obtener la concentración de trabajo: 
                                
En resumen, las concentraciones de los oligonucleótidos utilizados en el presente proyecto, 
se hayan preparado especialmente para el mismo o no, se detallan en la Tabla 6-1. 
 
Oligonucleótido Masa molecular, Mw (g/mol) Concentración cadena doble (mM) 
G3A3T2C2TC 7290,8 1,26 
CGT2A2T2A2CG 7289,0 1,39 
AT5 6050,2 2,81 
C(AT)4G 6052,2 2,726 
A(AT)5T 7285,0 3,38 
Tabla 6-1. Resumen de las concentraciones de los stocks iniciales de los oligonucleótidos utilizados 
en el presente proyecto. A partir de éstas, se realizan las disoluciones necesarias para la realización 
de los ensayos cristalográficos. 
6.2. Electroforesis en geles de poliacrilamida 
A continuación se comentan los resultados obtenidos en los diferentes geles electroforéticos 
llevados a cabo durante la realización del presente proyecto tanto como paso previo (estado 
de los oligonucleótidos, relación péptido:oligonucleótido) como a modo de comprobación 
posterior (ver si hay péptido en el cristal). 
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En el anexo B.1 se muestran ejemplos de los cálculos necesarios para determinar las 
cantidades de cada especie que se cargan en cada tipo de gel 
6.2.1. Gel de verificación del estado de conservación de los oligonucleótidos 
En este gel, cuyo fundamento está explicado en el apartado 5.2.1.1, se cargaron diferentes 
oligonucleótidos utilizados por los miembros del grupo MACROM para verificar su estado de 
conservación. De los oligonucleótidos que intervienen en este estudio, sólo se analizó el 
A(AT)5T ya que el buen estado de conservación de los demás había sido verificado 
previamente.  
La electroforesis realizada duró 4 horas y 10 minutos y se llevó a cabo a un voltaje 
constante de 50 V a una temperatura de 4ºC. El resultado puede verse en la Figura 6-2. 
 
Figura 6-2. Detalle del resultado de la electroforesis para verificar el estado de conservación de 
algunos oligonucleótidos. El carril perteneciente al oligonucleótido utilizado en el presente proyecto se 
encuentra remarcado en rojo. Mw = marcador de masa molecular 20 Base Pair DNA ladder Bayou 
Biolabs. La banda de mayor intensidad corresponde a 100 pb y la diferencia entre bandas sucesivas 
es de 20 pb. 
Todos los oligonucleótidos se encuentran en buen estado ya que no se observan bandas 
anormales que pudiesen indicar contaminación o degradación de la muestra. 
Pág. 70  Memoria 
 
6.2.2. Geles de retardo 
Como se ha comentado en el apartado 5.2.1.2, este tipo de geles se basan en que la 
movilidad electroforética de los complejos ADN-péptido/proteína es menor que la del ADN 
libre. En el gel de retardo realizado en el presente proyecto, se ensayaron los siguientes 
compuestos: 
- Oligonucleótidos: G3A3T2C2TC y CGT2A2T2A2CG. 
- Péptido: KRPRGRPKGSKNKGAA (IIb/16a). 
Ambos oligonucleótidos se estudian en los ensayos cristalográficos para obtener complejos 
ADN-péptido. 
Una vez preparadas las muestras y antes de cargarlas en el gel, éstas se incubaron 30 
minutos a 4ºC y en hielo. La electroforesis realizada duró 4 horas y 48 minutos y se llevó a 
cabo a un voltaje constante de 50 V a una temperatura de 4ºC. El resultado puede verse en 
la Figura 6-3. 
 
Figura 6-3. Resultado de la electroforesis correspondiente al gel de retardo donde se ensayan los 
posibles complejos formados entre el péptido KRPRGRPKGSKNKGAA y los oligonucleótidos 
G3A3T2C2TC y CGT2A2T2A2CG. Mw = marcador de masa molecular 20 Base Pair DNA ladder Bayou 
Biolabs. 
Por motivos desconocidos, puede observarse cómo el frente electroforético no se ha 
desplazado correctamente ya que las bandas del marcador de masa molecular no se 
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encuentran a la misma altura. Aún así, no se observa retardo. No obstante, este tipo de 
geles no siempre son efectivos sobretodo en el caso de péptidos donde las interacciones 
péptido-oligonucleótido son bastante inestables y, además, el tamaño del péptido es muy 
pequeño con lo cual pueden difundir en el gel fácilmente. De todas formas, en este proyecto 
se ha querido llevar a cabo un gel de retardo utilizando el péptido más grande que interviene 
en los experimentos (péptido IIb/16a), con el objetivo de minimizar la difusión del péptido en 
el gel, para ver si se podría llegar a apreciar algún retardo. Sabiendo esto, no encontrar 
retraso no implica que no se pueda conseguir un cristal estable con esa proporción. 
6.2.3. Determinación de la presencia de péptido en los cristales 
En el caso del cristal obtenido en la gota MM105 (ver apartado 6.3.3.3), se utilizó también la 
electroforesis pero en este caso para intentar comprobar la presencia de péptido en el 
cristal. Antes de cargar las muestras del cristal, se realizó un gel previo donde se cargaron 
distintas cantidades de péptido con el objetivo de determinar la cantidad mínima de péptido 
detectable con esta técnica. Dicha cantidad resultó ser de 25 ng.   
Una vez hecho esto, se realiza un nuevo gel con la muestra correspondiente al cristal 
MM105-1, obtenido en este proyecto. El resultado es que no se observa ninguna banda 
correspondiente al péptido. Esto puede deberse a: 
1. No hay péptido en el cristal. 
2. La cantidad de péptido presente en el cristal es menor a 25 ng o al límite de 
sensibilidad de este proceso. 
3. El péptido se ha degradado en el proceso. 
La descripción completa del proceso seguido y los resultados obtenidos, tanto en el gel 
definitivo como en el de determinación de la sensibilidad, se pueden encontrar en el anexo 
B.1.3. 
6.3. Estudios de cristalización 
En este apartado se comentan los resultados obtenidos en los estudios cristalográficos, 
agrupados según el péptido, droga y oligonucleótido utilizado. Concretamente, después de 
presentar los ensayos previos con lisozima, se tratan los siguientes puntos: 
- Ensayos con péptidos y oligonucleótido G3A3T2C2TC. 
- Ensayos con péptidos y oligonucleótido CGT2A2T2A2CG. 
- Ensayos con DAPI y diferentes oligonucleótidos. 
La composición detallada de cada gota puede encontrarse en el anexo B.2.  
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6.3.1. Ensayos con lisozima 
A modo de introducción en el proceso de elaboración de ensayos cristalográficos, se lleva a 
cabo una práctica de cristalización de lisozima o muramidasa (Figura 6-4), la primera 
proteína de la que se obtuvo su estructura tridimensional mediante cristalografía de rayos X. 
 
Figura 6-4. Modelo estructural de la proteína lisozima, obtenida mediante la técnica de difracción de 
rayos X (http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Lysozyme.png). 
Las gotas realizadas se llevan a cabo en placa Linbro y las diferentes condiciones 
ensayadas se pueden consultar en el anexo B.2.1. Como resultado de estos ensayos, se 
obtienen varios cristales el mejor de los cuales se muestra en la Figura 6-5.  
 
Figura 6-5. Fotografía del cristal de lisozima obtenido. Se observan las caras planas sin fisuras ni 
defectos. 
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6.3.2. Ensayos con péptidos y oligonucleótido G3A3T2C2TC 
Este apartado se dedica a describir los resultados obtenidos con los ensayos cristalográficos 
en que intervienen el oligonucleótido G3A3T2C2TC y tres de los cuatro péptidos disponibles, 
en concreto KRPRGRP, KRPRGRPKGSKNKGAA y RKPRGRPKK. 
Estos ensayos se han llevado a cabo en cápsulas individuales. En ninguno de ellos se han 
llegado a obtener cristales de suficiente calidad para ser congelados. No obstante, algunos 
resultados podrían haber sido optimizados si se hubiese tenido el suficiente tiempo, ya que 
se obtiene precipitado cristalino altamente birrefringente. 
A modo de resumen, las características de las gotas de esta serie son: 
Condiciones de las gotas: 
- Relación péptido:oligo:  2:1 (0,4 mM / 0,2 mM) 
1:1 (0,2 mM / 0,2 mM) 
1:2 (0,1 mM /0,2 mM) 
 
- Tampón (pH):    25 mM Tris HCl (7,5) 
25 mM NaCac (6) 
25 mM MES (6)  
 
- Sal:     5 mM MgCl2 + 25 mM NH4Ac 
2,5 / 5 / 10 / 20 mM MgCl2 
 
- Precipitante:    2,5% / 5% MPD 
2,5%/ 7,5% IP 
 
- Otros:     0,025 / 0,25 mM NiCl2 
Condiciones del reservorio: 17%/ 19% MPD 
17%/ 19% MPD + 5% IP 
6.3.2.1. Secuencia G3A3T2C2TC con péptido KRPRGRP (IIa/7) 
El comportamiento de cristalización del oligonucleótido G3A3T2C2TC con el péptido 
KRPRGRP, que es el más pequeño de todos los que intervienen en este proyecto, se 
comenta en este apartado.  
La evolución de todas las gotas es muy similar: primeramente se da el estado de gota clara 
total para pasar a separación de fases y acabar con precipitado amorfo. En algunos casos, 
las condiciones de la gota hacen que directamente precipite, sin pasar por las dos fases 
anteriores. Otras veces, se puede observar cómo, aparte del precipitado amorfo, coexiste 
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precipitado cristalino que no llega a ordenarse en forma de cristales únicos. De los 
resultados que se obtienen pueden extraerse diferentes conclusiones: 
- La relación péptido:oligo con la que aparecen antes cambios en la gota es la 
1:2, seguido por la 1:1 y la 2:1. 
- No parece haber mucha diferencia respecto al precipitante usado (IP o 
MPD). 
- Más concentración de sal equivale a más rapidez en la precipitación pero se 
corre el riesgo de que los cristales obtenidos sean de sal y no de 
oligonucleótido. Las gotas con alto contenido en sal no necesitan tanto 
precipitante en la gota para poder cristalizar.  
6.3.2.2. Secuencia G3A3T2C2TC con péptido KRPRGRPKGSKNKGAA (IIb/16a) 
En esta serie de cristalización se usa el péptido más largo de todos, correspondiente al 
segundo dominio de unión de las proteínas HMGA. 
Para este péptido, el contenido de NiCl2 es menor en los casos en que hay mayor contenido 
de sal, pasando de 0,25 mM a 0,025 mM para evitar la precipitación. 
Aunque con esta serie tampoco se han conseguido cristales de calidad, sí que los 
resultados son mejores que con el péptido anterior. En muchos casos, se obtiene 
precipitado cristalino en forma de agregados altamente birrefringentes.  
En algunos ensayos donde se ve una fuerte precipitación rápida, se procede a repetir el 
mismo bajando el contenido de cloruro de níquel, obteniendo una mejor cristalización, 
aunque no suficiente.  
Las conclusiones que se extraen de esta serie son las mismas que con el péptido anterior. 
Aún así, cabe destacar que, aunque la relación péptido:oligo 1:2 es con la que aparecen 
antes cambios en la gota, es la relación 2:1 con la que se obtienen precipitados cristalinos 
más próximos al resultado deseado.  
Así pues, a modo de guía para posibles futuros ensayos, las condiciones que mejor 
resultados han dado son las ensayadas con las soluciones de cristalización comerciales 
Natrix 7 y Natrix 43 y las relaciones péptido:oligo 2:1 y 1:1.  
6.3.2.3. Secuencia G3A3T2C2TC con péptido RKPRGRPKK (III/9b) 
Para acabar con los ensayos de cristalización realizados con el oligonucleótido G3A3T2C2TC, 
en este apartado se comentan los resultados obtenidos en las pruebas con el péptido 
RKPRGRPKK, que corresponde al tercer AT-hook. 
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En los ensayos realizados en esta serie se ha obtenido precipitación cristalina y amorfa pero 
en ningún caso varitas que indicasen la posibilidad de obtener un cristal único. No obstante, 
la solución de cristalización con la que obtiene un precipitado cristalino más birrefringente es 
la Natrix 15. Se podrían continuar haciendo ensayos partiendo de las condiciones de las 
gotas que contienen esta solución y variando levemente las condiciones para optimizarlas. 
6.3.3. Ensayos con péptidos y oligonucleótido CGT2A2T2A2CG 
Los siguientes 4 subapartados, tratan sobre los ensayos realizados con el oligonucleótido 
CGT2A2T2A2CG y los 4 péptidos estudiados, correspondientes a los dominios de unión al 
ADN de las proteínas HMGA. 
En vista de los resultados obtenidos en las pruebas con el oligonucleótido G3A3T2C2TC se 
decide ensayar en este caso la relación péptido:oligonucleótido 2:1 e introducir también la 
relación 4:1 con el fin de facilitar la formación de cristales que contengan péptido. También 
se eliminan las soluciones de cristalización hechas en laboratorio que no llevan precipitante 
(MPD/IP) (soluciones V4, V5 y V6, ver anexo A.2.3) y la concentración de cloruro de níquel 
en la gota se fija en 0,025 mM, ya que es la que ha dado mejores resultados.  
A modo de resumen, las características de las gotas de esta serie son: 
Condiciones de las gotas: 
- Relación péptido:oligo:  2:1 (0,4 mM/ 0,2 mM) 
4:1 (0,8 mM/ 0,2 mM) 
 
- Tampón (pH):    25 mM Tris HCl (7,5) 
25 mM NaCac (6) 
25 mM MES (6)  
 
- Sal:     5 mM MgCl2 + 25 mM NH4Ac 
5/ 10/ 20 mM MgCl2 
 
- Precipitante:    2,5%/ 5% MPD 
2,5%/ 7,5% IP 
 
- Otros:     0,025 mM NiCl2 
Condiciones del reservorio: 17% MPD 
17% MPD + 5% IP 
Para futuras pruebas se podrían realizar ensayos con otro tipo de sales ya que en el 
presente proyecto sólo se ha utilizado la sal divalente MgCl2. Como candidatos, se proponen 
ensayos con las sales monovalentes NaCl y LiCl y la sal divalente CaCl2 así como pruebas 
sin ningún tipo de sal. 
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6.3.3.1. Secuencia CGT2A2T2A2CG con péptido KRGRGRPRK (I/9a) 
En esta serie se han obtenido cristales en casi todas las gotas. En la mayoría de casos se 
trata de cristales muy pequeños en forma de varitas finas similares a agujas. Estas agujas 
son, en la mayoría de las gotas, altamente birrefringentes pero demasiado numerosas. Esta 
situación de crecimiento rápido se ha dado más en las gotas con relación péptido:oligo 4:1. 
Aún así, también se han obtenido miniagujas que han acabado creciendo y formando 
cristales únicos suficientemente buenos como para ser congelados (Figura 6-6). 
 
Figura 6-6. Izquierda: Ejemplo de gota con miniagujas. La imagen corresponde a la gota MM131. Se 
observa la presencia de estas agujas en toda la gota, incluso en diferentes capas de la misma. 
Derecha: Ejemplo de gota con miniagujas y varitas en crecimiento. La imagen corresponde a la gota 
MM95, de la que se extrajeron 6 cristales. Se observa cómo las puntas de algunas varitas están 
afiladas, cosa que indica que se está produciendo el crecimiento de la misma. Las condiciones de 
ambas gotas pueden consultarse en el anexo B.2.3.1. 
En concreto, se han congelado 7 cristales provenientes de las gotas MM95 y MM129, cuyas 
características se muestran en la Tabla 6-2. 
  
MM95 MM129 
Péptido KRGRGRPRK (I/9a) 0,4 mM 0,8 mM 
Oligonucleótido CGT2A2T2A2CG 0,2 mM 0,2 mM 
Tampón, pH NaCac pH 6,0 25 mM 25 mM 
Sal MgCl2 10 mM 20 mM 
Precipitante* MPD  2,5% / 32%-35,6% 2,5% / 34,2% 
Otros NiCl2 0,025 mM 0,025 mM 
Tabla 6-2. Condiciones de las gotas MM95, de la que se extraen 6 cristales, y MM129, de la que se 
extrae 1 cristal. (*) En el caso del precipitante, se indica el contenido inicial así como el que había en 
el momento de congelar los cristales. 
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Gota MM95 
De esta gota se congelan seis cristales en total, dos cuando la disolución del precipitante es 
de 32% MPD y cuatro cuando es de 35,6% aproximadamente. Todos son varitas pequeñas 
(el lazo usado para su extracción de la gota es de 0,1 nm), aunque dos de ellas son un poco 
más grandes (lazo de 0,2 nm), por lo que son candidatas para su difracción en las 
instalaciones del Parc Científic de Barcelona. De hecho, una de ellas, concretamente la 
denominada MM95-4, se lleva a difractar pero el diagrama de difracción mostró poco orden 
por lo que se descarta. 
Para futuros ensayos, se probaría de nuevo esta gota pero modificando algunas condiciones 
como son el pH y la cantidad de sal. El pH de esta gota es de 6, pero se ha visto que a pH 
6,5 se obtienen buenos resultados en cuanto a la calidad de las varitas que se forman. 
Referente a la cantidad de sal, se buscaría obtener cristales bajando la concentración de sal 
para reducir la posibilidad de formación de cristales que no fuesen de complejo péptido-
oligonucleótido. 
Gota MM129 
De esta gota se extrae un único cristal en forma de aguja pequeña (lazo de 0,1 nm) cuando 
la disolución del pozo es 34,2% MPD aproximadamente. En la misma gota se obtienen 
también varitas pero no están suficientemente definidas ni son tan birrefringentes. La aguja 
queda congelada y a la espera de ser difractada. 
Como en el caso anterior, se podría probar la misma gota pero subiendo medio punto el pH 
así como bajando la concentración de la sal, ya que esta vez es de 20 mM de MgCl2, un 
valor bastante alto. 
6.3.3.2. Secuencia CGT2A2T2A2CG con péptido KRPRGRP (IIa/7) 
En todas las gotas de esta serie se han obtenido cristales, siendo la situación más común la 
de muchas minivaritas distribuidas por toda la gota. En una de las gotas en que se ha dado 
esto, se ha procedido a realizar la técnica de sembrado (seeding). Para ello, se prepara una 
gota con las mismas condiciones que la que contiene el exceso de minivaritas. Una vez 
hecho esto, se extraen de la gota inicial algunas varitas y se sumergen en la gota nueva (en 
el caso de la gota MM118 se traspasaron 3 varitas y media). Estas varitas son núcleos de 
cristalización en la nueva gota a partir de los cuales se espera que crezcan cristales más 
grandes. No obstante, en el caso de la gota MM118 no se consiguió tal objetivo, obteniendo 
finalmente una situación similar a la inicial. 
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De todas formas, también se han obtenido varitas lo suficientemente adecuadas para ser 
congeladas (Figura 6-7) y gotas con una buena evolución que no se han podido seguir 
mejorando debido a la limitación de tiempo del presente proyecto. 
 
Figura 6-7. Ejemplo de gotas con varitas largas y birrefringentes. Izquierda: Imagen correspondiente a 
la gota MM119, de la que se han congelado 2 varitas. Derecha: Imagen correspondiente a la gota 
MM127, de la que no se pudo congelar ninguna varita debido a la rápida degradación que sufrieron. 
Las condiciones de ambas gotas pueden consultarse en el anexo B.2.3.4. 
En los ensayos de este apartado, los cristales congelados tienen una relación 
péptido:oligonucleótido 2:1. Esto no quiere decir que la relación 4:1 no sea adecuada. Al 
contrario, en todas las gotas con relación 4:1 hay crecimiento de varitas. No obstante, todas 
han quedado en estados muy tempranos debido a ser las gotas de preparación más 
reciente. 
Los cristales congelados han sido 2, ambos provenientes de la misma gota MM119, cuyas 
condiciones se muestran en la Tabla 6-3. 
MM119 
Péptido KRPRGRP (IIa/7) 0,4 mM 
Oligonucleótido CGT2A2T2A2CG 0,2 mM 
Tampón, pH NaCac pH 6,0 25 mM 
Sal MgCl2 20 mM 
Precipitante* MPD  2,5% / 29%-30,5% 
Otros NiCl2 0,025 mM 
Tabla 6-3. Condiciones de la gota MM119, de la que se extraen 2 cristales en total. (*) En el caso del 
precipitante, se indica el contenido inicial así como el que había en el momento de congelar los 
cristales. 
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Gota MM119 
Se extraen dos cristales de esta gota, el primero cuando la disolución del reservorio es 
aproximadamente de 29% MPD y otro cuando es de 30,5%. Ambos cristales son varitas 
finas y pequeñas (lazo de 0,1 nm) que quedan en espera de ser difractadas. 
Como puede observarse en la Tabla 6-3, las condiciones son idénticas a las del cristal 
congelado del apartado anterior correspondiente a la gota MM129. Esto podría indicar que 
la solución comercial de cristalización Natrix 15 da buenos resultados en ensayos con 
péptidos y oligonucleótidos similares a los que se trabajan aquí. 
6.3.3.3. Secuencia CGT2A2T2A2CG con péptido KRPRGRPKGSKNKGAA (IIb/16a) 
A partir de estos ensayos se han congelado 14 varitas, de las cuales 7 se llevaron a difractar 
a las instalaciones del Parc Científic y 1 se pudo llevar a las instalaciones del sincrotrón de 
Grenoble. La mayoría de los cristales difractados quedaron descartados pero se realizaron 
recogidas cortas de dos varitas. Aún así, ninguno de ellos demostró tener el suficiente orden 
interno como para poder resolver su estructura. No obstante, en el resto de gotas también 
había muchas varitas con una evolución favorable que hay que seguir controlando (Figura 
6-8). Por otra parte, se ha observado en muchos casos que una misma varita tenía dos 
orientaciones, es decir, había un punto normalmente central desde donde crecen dos 
cristales en direcciones opuestas. Además, en muchos casos cada una de estas varitas 
crecía en diferentes capas. 
 
Figura 6-8. Ejemplo de varitas obtenidas con el péptido KRPRGRPKGSKNKGAA (IIb/16a). Izquierda: 
Imagen de varitas y agujas en la gota MM143R. Derecha: Imagen de varitas en la gota MM146R. 
Puede verse como algunas muestran signos de degradación. En esta foto pueden algunas varitas 
donde se aprecia un estrangulamiento en la zona central (marcado en rojo) a partir del cual crecen 
dos cristales en direcciones opuestas. 
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Las gotas de las que se han extraído los cristales son las siguientes: MM101, MM102, 





Péptido KRPRGRPKGSKNKGAA (IIb/16a) 0,4 mM 
 
Oligonucleótido CGT2A2T2A2CG 0,2 mM  
Tampón, pH Tris HCl pH 7,5 25 mM 
 
Sal MgCl2 + NH4Ac 5 mM / 25 mM 
 
Precipitante* MPD  5% / 23% 
 






Péptido KRPRGRPKGSKNKGAA (IIb/16a) 0,4 mM 0,4 mM 
Oligonucleótido CGT2A2T2A2CG 0,2 mM 0,2 mM 
Tampón, pH NaCac pH 6,0 25 mM 25 mM 
Sal MgCl2 5 mM 10 mM 
Precipitante* MPD  2,5% / 45% 
2,50% / de 
39% a 41,5 % 




Péptido KRPRGRPKGSKNKGAA (IIb/16a) 0,8 mM 
 
Oligonucleótido CGT2A2T2A2CG 0,2 mM  
Tampón, pH MES pH 6,0 25 mM 
 
Sal MgCl2 10 mM 
 
Precipitante* IP  7,5% / 7,5% IP + 29,2 % MPD 
 
Otros NiCl2 0,025 mM 
 
Tabla 6-4. Condiciones de las gotas MM101, MM102, MM105, MM106, MM107R y MM138. (*) En el 
caso del precipitante, se indica el contenido inicial así como el que había en el momento de congelar 
los cristales. 
MM101 
De esta gota se extrae una varita única de aspecto triangular y pequeña (lazo de 0,1 nm) 
cuando la disolución del pozo es de 23% MPD aproximadamente. Esta varita se lleva a 
difractar al sincrotrón de Grenoble, donde se obtiene un diagrama de difracción que indica 
un alto grado de desorden. 
MM102 
De esta gota se extrae una varita larga, más grande que el lazo con el que se recoge (lazo 
de 0,1 nm), cuando la disolución del reservorio es de 45% MPD aproximadamente. Se lleva 
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a difractar a las instalaciones del Parc Científic, donde se observa uno de los extremos de la 
varita, pero el diagrama de difracción obtenido indica demasiado desorden.  
MM105, MM106R y MM107R 
Estas tres gotas se tratan de réplicas por lo que tienen las mismas condiciones. De las 
varitas que se extraen, algunas se llevan a difractar al Parc Científic pero en todos los casos 
los diagramas de difracción obtenidos no muestran el grado de orden necesario. 
De la gota MM105 se extraen tres varitas de diferentes tamaños (lazos de 0,2, 0,1 y 0,15 
nm), dos cuando la disolución del reservorio es de 39,2% MPD aproximadamente y una 
cuando es de 41% MPD. El primero que se extrae es el más grande de todos y corresponde 
a una varita que sobrepasa el lazo con el que ha sido extraída. Por sus características, se 
lleva a difractar al Parc Científic, donde se hace una recogida corta.  
De la gota MM106R se extrae una única varita que cubre el lazo con el que se ha sacado 
(lazo de 0,1 nm) cuando la disolución del reservorio es de 40% MPD aproximadamente. 
Esta varita proviene de una cruz de agujas que se ha separado cuidadosamente y se lleva a 
difractar. 
De la gota MM107R se extraen un total de cinco cristales de diferentes medidas (lazos de 
0,2, 0,15, 0,1 y 0,05 nm).  Los dos primeros se extraen cuando la disolución del reservorio 
es de 41% aproximadamente, después se extrae otro cuando es de 42,5% y los dos últimos 
se sacan cuando es de 39,1% MPD. Esta disminución se debe a que, después de extraer el 
tercer cristal, el resto de los que se encuentran en la gota empiezan a mostrar signos de 
degradación por lo que se decide disolverlos bajando la disolución del reservorio a 22% 
MPD y realizando un aumento gradual, más lento a medida que se alcanzan cantidades de 
precipitante cercanas al 40% MPD, que es cuando se han extraído la mayoría de cristales. 
Con esto se consiguió obtener nuevas varitas y conjuntos de ellas en forma de estrella. Los 
dos últimos cristales corresponden a dos puntas de una de estas estrellas. La primera de las 
varitas, que corresponde a la más grande de todas, se lleva a difractar al Parc Científic. 
MM138 
Por último en esta serie, tenemos las 3 varitas que se extraen de la gota MM138, todas de 
distinto tamaño (lazos de 0,15, 0,2 y 0,35 nm). Las tres son bastante grandes y buenas 
candidatas para ser difractadas en el Parc Científic, aunque sólo se difracta una de ellas, la 
más grande, con resultado negativo debido al poco orden nuevamente. Las varitas se 
extraen cuando la disolución del reservorio es de 29,2% MPD aproximadamente. 
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6.3.3.4. Secuencia CGT2A2T2A2CG con péptido RKPRGRPKK (III/9b) 
Aunque en todas las gotas de esta serie se han obtenido varitas, el escenario más común 
ha sido el de un exceso de miniagujas repartidas por toda la gota. En muchos casos 
también se han obtenido conjuntos de varitas en forma de estrella (Figura 6-9). Sólo se han 
extraído dos varitas de una de las gotas (MM109). No obstante, y como ha pasado en las 
demás series de este oligonucleótido, muchas gotas muestran varitas que podrían llegar a 
ser firmes candidatas a ser difractadas. 
 
Figura 6-9. Ejemplo de gotas con varitas. Izquierda: Imagen correspondiente a la gota MM108, donde 
pueden verse los conjuntos de varitas en forma de estrella. Derecha: Imagen correspondiente a la 
gota MM109, de la que se congelaron las dos únicas varitas de esta serie. Puede observarse como 
en otras capas de la gota también hay muchas minivaritas. Las condiciones de ambas gotas pueden 
consultarse en el anexo B.2.3.3. 
La gota de la que se han extraído las varitas es la MM109, cuyas condiciones se muestran 
en la Tabla 6-5. 
MM109 
Péptido RKPRGRPKK (III/9b) 0,4 mM 
Oligonucleótido CGT2A2T2A2CG 0,2 mM 
Tampón, pH NaCac pH 6,0 25 mM 
Sal MgCl2  20 mM 
Precipitante* MPD  2,5% / 28% 
Otros NiCl2 0,025 mM 
Tabla 6-5. Condiciones de la gota MM109, de la que se extraen dos varitas que se difractan en el 
Parc Científic. (*) En el caso del precipitante, se indica el contenido inicial así como el que había en el 
momento de congelar los cristales. 
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MM109 
Los dos cristales se han congelado cuando la disolución del reservorio era de 28% MPD 
aproximadamente. Se trata en ambos casos de varitas grandes (lazo de 0,2 nm) que se han 
llevado a difractar al Parc Científic. Ambos diagramas se han descartado por mostrar exceso 
de desorden. 
6.3.4. Ensayos con DAPI y oligonucleótidos 
A diferencia de los ensayos anteriores con péptido, en que desde el principio se ha 
planteado un amplio abanico de condiciones, en los ensayos con DAPI se ha partido de una 
serie reducida de condiciones escogidas basándose en resultados previos a partir de los 
cuales se realizan pequeños cambios.  En los siguientes apartados se recogen las 
condiciones de partida pero para ver con detalle las modificaciones se debe consultar el 
anexo B.2.4. Un aspecto común para todos los ensayos es el tampón que se ha utilizado, 
que es el cacodilato de sodio por los buenos resultados obtenidos en las pruebas anteriores, 
ya que la mayoría de cristales congelados tienen este tampón. Además se incluye el uso de 
espermina, que ayuda a la estabilización del ADN [45].  
Aunque en la mayoría de gotas se han obtenido varitas, sólo ha sido posible congelar tres 
cristales de los cuales uno se llevó a difractar al Parc Científic, realizándose una recogida 
corta. En este caso, aparte de los diagramas de difracción obtenidos, se ha conseguido 
determinar el tipo de celdilla así como plantear un posible modelo. 
6.3.4.1. Secuencia C(AT)4G con DAPI 
Con esta secuencia se realizaron dos conjuntos de pruebas. En la primera se tantearon 
diferentes relaciones droga:oligonucleótido así como distintos pHs, principalmente. Las 
condiciones a probar en este primer bloque fueron las siguientes: 
Condiciones de las gotas: 
- Relación droga:oligo:   1:1 (0,3 mM / 0,3 mM) 
2:1 (0,4 mM / 0,2 mM)  
4:1 (0,68 mM / 0,17 mM) 
 
- Tampón (pH):    20 mM NaCac (5,5) 
20 M NaCac (6,5) 
 
- Sal:     10 mM MgCl2 
- Precipitante:    15% MPD 
- Otros:     0,6 mM Espermina 
Condiciones del reservorio: 40% MPD 
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Este bloque es principalmente para ver de manera rápida si se da precipitación o no, es por 
ello que se parte de una concentración alta de precipitante en el reservorio. En los ensayos 
con relación droga:oligonucleótido 4:1 no se ha puesto precipitante en la gota ya que el 
exceso de droga actúa como tal. En todos los ensayos realizados con esta secuencia se 
añade una pequeña cantidad de NiCl2 que ayuda a la cristalización por su afinidad con las 
bases de tipo guanina. 
El resultado en todas ha sido la aparición de gran cantidad de agujas, muchas de ellas con 
aspecto quebradizo en las que se aprecian varias capas con organización independiente. 
Con los resultados obtenidos, no se puede asegurar qué relación droga:oligo es más 
adecuada. En cuanto a pH, sí que parece que las varitas que han salido a pH 6,5 son 
menos quebradizas.  
En el segundo bloque se parte de unas condiciones que se optimizan para intentar 
encontrar las idóneas. Las condiciones iniciales de búsqueda son: 
Condiciones de las gotas: 
- Relación droga:oligo:   1:1 (0,5 mM / 0,5 mM) 
4:1 (0,8 mM / 0,2 mM) 
 
- Tampón (pH):    20 mM NaCac (6,5) 
 
- Sal:     10 / 30 mM MgCl2 
 
- Precipitante:    10% MPD 
 
- Otros:     0,5 / 1 mM Espermina 
0,025 / 1 / 2 mM NiCl2  
Condiciones del reservorio: 15% MPD (dejar 30 minutos y, si no ha precipitado, cambiar a 
30% MPD) 
En todas las gotas de este segundo bloque se obtienen varitas que, en la mayoría de los 
casos, estaban formadas por varios cristales a la vez. También se han obtenido cristales 
líquidos cuadrados y esferulitas. Se encuentran también algunas varitas que muestran alta 
birrefringencia e indicios de orden en alguna de sus puntas y que hay que seguir 
controlando. 
La relación droga:oligo 4:1 ha provocado en muchos casos una precipitación cristalina 
rápida y abundante. En ocasiones ésta ha evolucionado en forma de varitas pero puede que 
la cantidad de droga sea excesiva. Por lo tanto, de cara a posibles futuros ensayos sería 
interesante probar la relación droga:oligo 2:1, que es un intermedio. 
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Respecto al resto de variables, sólo es destacable el hecho de que parece que la 
concentración de 2 mM de NiCl2 es excesiva ya que siempre se ha obtenido precipitado 
amorfo. 
6.3.4.2. Secuencia (AT)5 con DAPI 
Los dos primeros ensayos de DAPI con esta secuencia de oligonucleótido son réplicas de 
las condiciones que se habían probado en estudios anteriores por parte de un antiguo 
miembro del grupo MACROM. Concretamente, con estas condiciones se habían obtenido 
varitas grandes y birrefringentes. Las condiciones son las siguientes: 
Condiciones de las gotas: 
- Relación droga:oligo:   1:3 (0,11 mM / 0,32 mM) 
 
- Tampón (pH):    30 mM NaCac (6,5) 
 
- Sal:     5 / 10 mM CaCl2 
 
- Otros:     0,5 mM Espermina 
Condiciones del reservorio: 20% MPD 
En ambos casos se obtienen acumulaciones de precipitado cristalino junto a separación de 
fases. Aunque se aumenta muy lentamente el precipitante del pozo, no se produce ninguna 
evolución de este estado por lo que estos ensayos se descartan. 
En el resto de ensayos, al igual que en el caso de la secuencia C(AT)4G, se parte de unas 
condiciones que se optimizan para intentar encontrar las idóneas. Las condiciones iniciales 
de búsqueda son: 
Condiciones de las gotas: 
- Relación droga:oligo:   1:1 (0,5 mM / 0,5 mM) 
4:1 (0,8 mM / 0,2 mM) 
 
- Tampón (pH):    20  mM NaCac (6,5) 
 
- Sal:     10/ 30 mM MgCl2 
 
- Precipitante:    10% MPD 
 
- Otros:     0,5 / 1 mM Espermina 
Condiciones del reservorio: 15% MPD (dejar 30 minutos y, si no ha precipitado, cambiar a 
30% MPD) 
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Con esta secuencia sólo se han obtenido acumulaciones de precipitado cristalino 
demasiado compacto como para evolucionar hacia varitas individuales. Sería necesario 
volver a realizar un diseño experimental con condiciones diferentes ya que ha quedado 
patente que éstas no son las adecuadas, por ejemplo podría probarse la relación droga:oligo 
1:2, para ver si es problema de exceso de droga. 
6.3.4.3. Secuencia A(AT)5T con DAPI 
Éste es el último grupo de ensayos con DAPI que se ha realizado. Con esta secuencia es 
con la que se han obtenido varitas suficientemente buenas como para ser congeladas. 
Siguiendo la estrategia llevada a cabo con las otras secuencias, se ha partido de unas 
condiciones iniciales. Éstas son: 
Condiciones de las gotas: 
- Relación droga:oligo:   1:1 (0,5 mM / 0,5 mM) 
4:1 (0,8 mM / 0,2 mM) 
 
- Tampón (pH):    20 mM NaCac (6,5) 
 
- Sal:     10 / 30 mM MgCl2 
 
- Precipitante:    10% MPD 
 
- Otros:     0,5 / 1 mM Espermina 
Condiciones del reservorio: 15% MPD (dejar 30 minutos y, si no ha precipitado, cambiar a 
30% MPD) 
En gran parte de estas gotas se obtiene precipitado cristalino o exceso de varitas pequeñas. 
En las gotas con relación droga:oligo 4:1 se obtienen muchas agujas muy finas y largas 
(Figura 6-10). Después de haber estudiado los resultados obtenidos con las diferentes 
relaciones droga:oligo, parece que el comportamiento es mejor cuando la cantidad de droga 
es menor que la de oligo. De hecho, los tres únicos cristales congelados proceden de una 
gota de esta secuencia cuyas condiciones son una modificación de una gota previa, y uno 
de los cambios es la relación droga:oligo, que pasa de 1:1 a 1:2. 
La gota de la que se han extraído las varitas es la MD39, que es una modificación de la gota 
MD27. Las condiciones de ambas gotas se muestran en la Tabla 6-6, donde pueden 
apreciarse los cambios de una respecto de la otra. 
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Figura 6-10. Ejemplo de formas cristalinas en gotas con DAPI. Izquierda: Imagen correspondiente a 
la gota MD40, donde pueden verse multitud de varitas. Derecha: Imagen correspondiente a la gota 
MD31, con exceso de agujas finas y largas. Las condiciones de ambas gotas pueden consultarse en 





0,5 mM 0,5 mM 
Oligonucleótido A(AT)5T 0,5 mM 1 mM 
Tampón, pH NaCac pH 6,5 20 mM 20 mM 
Sal MgCl2  10 mM 10 mM 
Precipitante* MPD  10% 10% / 28,5% MPD + 2% IP 
Otros Espermina 0,5 mM 1 mM 
Tabla 6-6. Comparativa entre las condiciones de la gota MD39 (de donde se han congelado 3 varitas) 
y su predecesora, MD27. Puede verse cómo la principal diferencia es el cambio de relación 
droga:oligonucleótido, que pasa de ser 1:1 a ser 1:2, así como el aumento de concentración de 
espermina. (*) En el caso del precipitante, se indica el contenido inicial así como el que había en el 
momento de congelar los cristales. 
MD39 
Las tres varitas se congelaron cuando la concentración del reservorio era de 28,5% MPD + 
2% IP. La adición de isopropanol parece favorecer el perfeccionamiento de las varitas. Los 
cristales congelados no son muy grandes (lazo de 0,1 y 0,15 nm) y tienen forma de varita, 
excepto uno de ellos que se aproxima más a una forma cúbica. 
La varita de 0,1 nm se difracta en el Parc Científic y muestra el suficiente orden como para 
realizar una recogida corta. A través del análisis de los diagramas de difracción obtenidos, 
ha sido posible proponer un modelo aunque es necesario obtener un cristal con más orden 
ya que no se ha podido identificar la molécula de DAPI en dicho modelo. Este análisis se 
presenta en el siguiente apartado (apartado 6.4). 
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6.4. Análisis de los diagramas de difracción 
Con los ensayos cristalográficos realizados, se han obtenido bastantes cristales con 
características adecuadas para ser congelados: alta birrefringencia, tamaño medio, caras 
planas, extremos rectos, etc. En total, se han recogido 28 cristales de los cuales 8 se han 
podido difractar. Los demás quedan almacenados en diferentes tanques de nitrógeno líquido 
a la espera de ser difractados en el sincrotrón.  
Las difracciones de los cristales se han llevado a cabo mayoritariamente en la Plataforma 
Cristal·logràfica del Parc Científic de Barcelona, excepto en un caso que se llevó al 
sincrotrón de Grenoble. Este último cristal es el MM101-1, donde se estudiaba el complejo 
entre el oligonucleótido CGT2A2T2A2CG y el péptido KRPRGRPKGSKNKGAA. En la Figura 
6-11 se puede observar uno de los dos diagramas de difracción obtenidos de este cristal. 
Como puede verse, el par de bases queda fuertemente marcado así como algunos puntos 
alrededor del centro. Sin embargo, estos puntos, además de escasos, resultan poco 
circulares, lo que se traduce en un alto grado de desorden.  
Esta situación de desorden interno ha sido la más común en las difracciones efectuadas. De 
los cristales difractados sólo los datos de uno han sido suficientes como para proponer un 
modelo de estructura. Se trata del cristal MD39-2, donde hipotéticamente se encontraría un 
complejo entre la droga DAPI y el oligonucleótido A(AT)5T. Los demás muestran un grado 
de desorden excesivo que no permite extraer la información necesaria como para resolver la 
estructura.  
A continuación se detalla el proceso seguido para la obtención de un posible modelo para el 
caso del cristal MD39-2. 
 
Estudios cristalográficos de complejos de péptidos y la droga 
diamino-fenilindol (DAPI) con oligonucleótidos ricos en adeninas y timinas Pág. 89 
 
 
Figura 6-11. Espectro de difracción del cristal MM101-1, difractado en el sincrotrón de Grenoble. 
Puede verse una de las zonas ampliada, donde se hace más visible la poca redondez de las 
reflexiones. Asimismo, en el espectro pueden apreciarse las reflexiones correspondientes al par de 
bases fuertemente marcadas (resaltadas en rojo) así como algunos anillos finos correspondientes a 
hielo que se haya podido formar en el cristal (señalados por flechas amarillas). 
6.4.1. Cristal con oligonucleótido A(AT)5T y DAPI 
Difracción 
El cristal MD39-2 se difractó en las instalaciones de la Plataforma Cristal·logràfica del Parc 
Científic de Barcelona. El conjunto de diagramas de difracción obtenidos cubre un ángulo 
total de giro de 144º que va de 90º a 234º, con un ángulo de oscilación de 12º y un tiempo 
de exposición de 8 minutos por imagen, con lo que se obtiene un total de 12 imágenes. La 
distancia al detector es de 300 nm,  la longitud de onda de 1,5418 Å y la temperatura de 100 
K. En la figura Figura 6-12 se muestran dos de los diagramas de difracción obtenidos.  
En los diagramas obtenidos, el número de reflexiones no es muy alto y pertenecen en su 
mayoría al centro de la imagen. Aún así, todas las presentes están bien definidas y son muy 
circulares. Además, aparecen las reflexiones correspondientes al par de bases y no se 
observa ningún anillo de hielo. En los diagramas de difracción, las reflexiones cercanas al 
centro corresponden a distancias grandes de la celda cristalina, como puede ser el diámetro 
de la molécula de ADN (40 Å), mientras que las que se sitúan en el exterior corresponden a 
distancias pequeñas, como la distancia entre bases (aproximadamente 3,4 Å). 
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Figura 6-12. Ejemplo de dos de los 12 espectros de difracción obtenidos en la recogida de datos del 
cristal MD39-2.  
Cuantas más reflexiones aparezcan, más información se dispondrá sobre la estructura de la 
molécula. Dado que las distancias grandes son más fácilmente identificables, normalmente 
las reflexiones alrededor del centro son abundantes, disminuyendo en número a medida que 
se avanza hacia la periferia. La resolución de un cristal representa la distancia mínima que 
se ha podido identificar. Por lo tanto, se busca que el valor de la resolución sea lo más 
pequeño posible. Las reflexiones obtenidas para este cristal llegan a una resolución de 
alrededor de 5 Å aunque, como se ha comentado anteriormente, también se observan 
difracciones pertenecientes al par de bases a alrededor 3,25 Å.  
Procesado 
El tratamiento de datos empezó por el indexado que se trató de realizar utilizando los 
programas iMosflm y Denzo, pero finalmente fue el programa XDS el que funcionó mejor y 
que, además, realiza los procesos de integrado, procesado y escalado. No obstante, los tres 
programas acaban mostrando una tabla con los parámetros de celda correspondientes a los 
datos experimentales de entrada para cada red de Bravais (a, b, c, alpha, beta y gamma), 
con un error asociado en cada caso respecto a la celdilla de menor simetría (quality of fit), 
que es la triclínica (error igual a cero). La Tabla 6-7 corresponde a la obtenida en el caso 
estudiado, donde las redes con asterisco son las de menor error ya que puede verse que se 
pasa de una calidad de ajuste de 6,5 a 249,1. Esta celdilla no es la definitiva ya que se 
realizan diferentes ajustes hasta obtener la definitiva después del escalado. 
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Tabla 6-7. Resultado del indexado de los datos experimentales con el programa XDS. Se ha marcado 
el grupo de mayor error dentro de los de menor penalización. El programa da muchas más opciones 
pero aquí se muestran las primeras 12 para mostrar la diferencia en el parámetro de calidad de ajuste 
(error). 
Se acostumbra a trabajar con la red de mayor error dentro del rango de las de menor 
penalización. Ésta corresponde en este caso a la red hP (hexagonal/trigonal primitiva). A 
continuación se selecciona un grupo espacial de la red de Bravais correspondiente para 
continuar con el procesado, que no tiene porqué ser el definitivo. Esto se verá una vez 
terminado el escalado de los datos ya que es cuando se obtienen diferentes parámetros 
estadísticos que dan idea de la validez del grupo espacial. En el caso estudiado, además de 
los grupos espaciales P3, P32 y P6, que están dentro del grupo de la red hP, se han 
probado otros de otras redes como son: P1 (triclínico), P2 (monoclínico), C2 y P6.   
El grupo espacial con el que se han obtenido unos mejores parámetros ha sido el P3. Con 
los demás grupos no sólo se empeoraba la estadística sino que el modelo resultante era 
inviable ya que los dúplex estaban demasiado juntos hasta el punto de tocarse o incluso 
solaparse. En la Figura 6-13 se muestran las operaciones de simetría y los ejes ternarios 
propios de este grupo. 
 
Figura 6-13. Diagrama del grupo P3, donde se observan las operaciones de simetría y los ejes 
ternarios correspondientes (http://img.chem.ucl.ac.uk/sgp/large/sgp.htm). 
LATTICE-  BRAVAIS-   QUALITY  UNIT CELL CONSTANTS (ANGSTROEM & DEGREES) 
 CHARACTER  LATTICE     OF FIT      a      b      c   alpha  beta gamma 
 
 *  31        aP          0.0      39.6   45.9   46.1  60.2  90.0  89.8 
 *  44        aP          0.4      39.6   45.9   46.1 119.8  90.0  90.2 
 *  30        mC          1.2      45.9   79.9   39.6  90.1  90.2  89.9 
 *  35        mP          2.5      45.9   39.6   46.1  90.0 119.8  90.2 
 *  41        mC          2.9      79.9   45.9   39.6  90.2  90.1  89.9 
 *  40        oC          3.3      45.9   79.9   39.6  89.9  90.2  90.1 
 *  20        mC          4.6      79.6   46.1   39.6  90.1  90.1  90.2 
 *  23        oC          5.7      46.1   79.6   39.6  89.9  90.1  89.8 
 *  25        mC          5.7      46.1   79.6   39.6  89.9  90.1  89.8 
 *  22        hP          6.5      45.9   46.1   39.6  90.0  90.2 119.8 
    39        mC        249.1      99.9   39.6   46.1  90.0 117.2  66.9 
    37        mC        252.3      99.9   39.6   46.1  90.0 117.2  66.9 
    42        oI        253.3      39.6   45.9   89.1  90.0 116.3  90.2 
    34        mP        337.2      39.6   46.1   45.9 119.8  90.2  90.0 
    33        mP        338.6      39.6   45.9   46.1 119.8  90.0  90.2 
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Los resultados obtenidos tras el escalado se resumen en la Tabla 6-8. El valor de χ2 es 
bastante próximo a 1 y el de Rmerge se aleja un poco del 15% (se recomienda que este 
valor sea menor del 15%). Aunque el valor de la intensidad es más grande que el error si 
se hace la media (I/σ = 0,17), este parámetro es mayor a uno en resoluciones bajas pero 
empeora a medida que la resolución sube. No obstante, entre resoluciones de 3,1 y 2,9 
Å, correspondiente a distancias cercanas al par de bases, vuelve a mejorar. Esta 
situación era de esperar debido a las pocas reflexiones obtenidas en la zona media de los 
diagramas de difracción. No obstante, será suficiente para plantear un posible modelo y 
las reflexiones del par de bases (stacking) ayudarán a localizar el par de bases.  
 
Grupo espacial P3 
Parámetros de celda 
a = 44,484 b = 44,484 c = 38,325 
α = 90º β = 90º γ = 120º 
Rango de resolución 38,524 – 2,93 
Número de reflexiones 
observadas (únicas) 
8368 (1904) 





Tabla 6-8. Datos tras el escalado de los datos de difracción del cristal MD39-2, para el grupo espacial 
P3. 
Reemplazo molecular 
Para realizar el reemplazo molecular, se necesita: 
- Modelo teórico: se obtiene un modelo teórico Watson-Crick del 
oligonucleótido A(AT)5T en forma B con el programa Turbo-Frodo.  
- Datos del proceso: con el programa XDS se obtiene directamente el fichero  
con los hkl y los factores de estructura. 
- Información del grupo espacial: parámetros de celda, simetría, número de 
moléculas en la celdilla, etc. 
El número de dúplex en la celdilla se calcula teniendo en cuenta el volumen de la misma, 
mediante los parámetros obtenidos en el procesado. Para el caso de estudio: 
- Parámetros: a = 44,456   b = 44,456   c = 38,317 
- Para la forma B, el par de bases tiene asociado un valor de 1385 Å3 
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Mediante este cálculo aproximado, se puede determinar que en la celdilla habrá entre 2 y 3 
dúplex. Existen calculadores automáticos que se basan en las teorías de probabilidad de 
Matthews [49], como por ejemplo el que se puede encontrar en la página web 
http://www.ruppweb.org/mattprob/. 
En la técnica de reemplazo molecular, se adapta el modelo establecido con los datos 
experimentales a uno teórico mediante operaciones de rotación y translación. Este proceso 
se ha realizado con el programa AMoRe, que nos devuelve la orientación de los dúplex en el 
espacio de la celdilla unidad del cristal. Los dúplex deben organizarse de una manera lógica, 
con una separación aceptable y evitando solapamientos.  
El modelo que se obtiene corresponde al empaquetamiento hexagonal P3, con 3 dúplex por 
celdilla donde cada dúplex conforma una unidad asimétrica. La organización resultante 
puede verse en la Figura 6-14.  Este tipo de disposición se conoce como HASO (Helical 
Arrengement of Stacked Oligonucleotides), que define el fenómeno de columnas 
independientes de oligonucleótidos en celdillas hexagonales y con apareamiento Watson-








Figura 6-14. Detalle de la estructura de la secuencia A(AT)5T para el grupo espacial P3. Puede verse 
como los dúplex se colocan en columnas conformando una organización de tipo HASO (Helical 
Arrengement of Stacked Oligonucleotides). 
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Afinado 
En el afinado se ajustan las posiciones de los átomos para que el modelo encaje con el 
mapa de densidad. En este paso se pueden añadir moléculas como iones, drogas, aguas, 
etc. 
El programa utilizado para esta etapa es el RefMac5. Durante esta fase se realizan 
diferentes tipos de ajustes para optimizar el modelo. Para este caso se ha realizado un 
afinado de cuerpo rígido (rigid body refinement), en que se toman las moléculas como 
bloques y se realizan movimientos relativamente grandes, seguido por un afinado por 
probabilidad máxima (maximum likelihood refinement), donde se realizan pequeños 
movimientos. Para acabar se ha efectuado un refinado restringido (restrained refinement), 
limitando las distancias máximas entre átomos como por ejemplo los puentes de hidrógeno.  
El refinado se lleva a cabo mediante ciclos consecutivos y modificación de variables como 
resolución, número de ciclos, etc. Para saber si estos cambios están mejorando el ajuste del 
modelo, hay que tener en cuenta los parámetros estadísticos característicos de esta fase: 
Rfac, Rfree (correspondiente al 5% de reflexiones marcadas y que no se refinan) y FOM (figure 
of merit). Los dos primeros han de disminuir y el FOM debería ser mayor de 0,5. En la 
Figura 6-15 se muestra un ejemplo de esta evolución, concretamente se trata del último 
paso realizado en el afinado del modelo, así como los parámetros estadísticos finales del 
afinado de este modelo.  








Figura 6-15. Ejemplo de la evolución de los parámetros Rfactor y Rfree en el último refinado llevado a 
cabo así como parámetros estadísticos finales del afinado de los datos del cristal MD39-2. 
A medida que se iban realizando cambios, la visualización de los modelos con sus mapas 
de densidad electrónica y de diferencias se ha hecho a través del programa Coot0.5. El 
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válido. El de diferencias (color rojo/verde) debe ser lo más escueto posible ya que 
representa las diferencias entre la estructura calculada y la observada.  
Aunque los datos disponibles de este cristal son escasos, se ha podido llegar a plantear un 
modelo bastante aproximado cuyos mapas de densidad y de diferencias son mejores de lo 
que cabría esperar. En la Figura 6-16 puede observarse el empaquetamiento del cristal. 
 
Figura 6-16. Empaquetamiento del cristal MD39-2 para el grupo espacial P3. Puede verse como 
caben 3 dúplex en la celdilla, que está marcada en color amarillo. 
Como se ha comentado anteriormente, la resolución de las difracciones obtenidas es 
bastante baja aunque se aprecia la marca correspondiente al par de bases. En la Figura 
6-17 se muestra el efecto de limitar la resolución de trabajo a un valor alto o bajo. En la 
derecha la resolución límite es 3,2 Å (aproximadamente la del par de bases) y puede verse 
cómo el mapa se ajusta mucho al dúplex, perfilando los pares de bases y el esqueleto de la 
doble hélice. En la foto de la derecha, en cambio, la resolución límite es 4,5 Å y el mapa de 
densidad electrónica está mucho menos definido y se presenta como un bloque que sólo 
define el grueso de la molécula. Así pues, mientras más resolución se alcance, más 
información se dispondrá de manera que se podrá realizar un modelo mucho más ajustado 
a la realidad que caracterice completamente la molécula de estudio.  
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Figura 6-17. Comparación entre diferentes resoluciones de trabajo. En la imagen de la izquierda la 
resolución límite es de 3,2 Å (par de bases) mientras que en la derecha es de 4,5 Å.  
En estas fotos puede observarse la existencia de zonas en que no hay mapa de densidad 
electrónica. Estas densidades electrónicas no explicadas son consecuencia de la falta de 
datos. Además, el mapa de diferencias está presente en algunas partes en color rojo y en 
otras en color verde. La presencia de estas zonas no es aceptable para dar un modelo por 
válido. Aún así, se ha podido extraer bastante información teniendo en cuenta la cantidad de 
datos de partida. 
Una característica que se ha hecho visible al realizar el modelo, es el desfase entre un 
dúplex y el consecutivo en este tipo de secuencias ricas en ATs. En la Figura 6-18 puede 
observarse dicho desfase, que ha sido cuantificado en un giro de -22º [3]. 
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Figura 6-18. Detalle del modelo obtenido donde se observa el desfase entre dúplex característico de 
secuencias ricas en ATs. 
 
Figura 6-19. Modelo del cristal MD39-2 con gradientes de densidad electrónica donde las zonas más 
rojas pertenecen a las partes cargadas más electronegativamente. 
En la Figura 6-19 se muestra el modelo del cristal MD39-2 con gradientes de densidad 
electrónica, siendo las zonas rojas las cargadas más electronegativamente. Puede 
observarse cómo la zona del surco estrecho tiene una acumulación de cargas negativas que 
atraerían a la molécula de DAPI, cargada positivamente. Este hecho, junto a la característica 
forma del surco estrecho, que forma una cavidad donde el DAPI podría encajarse y a la vez 
estabilizarse con el resto de la molécula, hacen de esta zona del ADN un lugar 
Pág. 98  Memoria 
 
especialmente afín para esta molécula y otras de características similares. Así, el surco 
estrecho resulta una vía de estudio muy interesante para diferentes campos como por 
ejemplo la biomedicina ya que podría tratarse de una zona de mucha utilidad como diana 
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Conclusiones 
Después de la realización de este proyecto, se pueden extraer diversas conclusiones sobre 
la obtención de complejos de oligonucleótidos ricos en ATs con péptidos pertenecientes a 
los AT-hooks de las proteínas HMGA y con la droga DAPI. 
En los ensayos con péptidos y el oligonucleótido G3A3T2C2TC no se han encontrado las 
condiciones adecuadas para obtener cristales. En todos los casos se ha obtenido 
precipitado amorfo o cristalino en exceso. Aún así, se ha visto que con la relación 
péptido:oligo 2:1 y las soluciones comerciales de cristalización 7, 15 y 43, el precipitado 
cristalino era altamente birrefringente por lo que estas condiciones podrían representar una 
vía de estudio para pruebas futuras. 
En los ensayos con péptidos y el oligonucleótido CGT2A2T2A2CG se han obtenido multitud 
de cristales en forma de agujas y varitas. En total se han congelado 25 cristales de 
morfología semejante de los cuales siete se han podido difractar: seis en las instalaciones 
de la Plataforma Cristal·logràfica del Parc Científic de Barcelona y uno en el sincrotrón de 
Grenoble. Los diagramas de difracción obtenidos muestran un grado de desorden elevado 
por lo que no ha sido posible disponer de la información necesaria como para realizar el 
procesado de datos. El péptido con el que se han obtenido más cristales ha sido el péptido 
correspondiente al AT-hook II con la ampliación de los 9 aminoácidos 
(KRPRGRPKGSKNKGAA). En cuanto a las condiciones de cristalización, parece que la 
mejor relación péptido:oligonucleótido es la 2:1 (aunque también se han obtenido cristales 
con la 4:1), el tampón más adecuado el NaCac pH 6,0 y una cantidad de sal intermedia (10 
mM de MgCl2). 
Respecto a los ensayos con DAPI y oligonucleótidos, los resultados varían en función de la 
secuencia de ADN estudiada. En el caso de la secuencia C(AT)4G, se obtienen gran 
cantidad de varitas con alta birrefringencia pero con crecimiento irregular. En la secuencia 
(AT)5 se obtienen acumulaciones de precipitado cristalino muy compacto y muy 
birrefringente. Para ambos casos sería necesario volver a diseñar una matriz de 
experimentos con nuevas condiciones.  
Ha sido la secuencia A(AT)5T con la que se han obtenido varitas adecuadas para su 
congelación. Se han congelado 3 varitas de una misma gota, una de las cuales se llevó a 
difractar a la Plataforma Cristal·logràfica del Parc Científic de Barcelona, donde se realizó 
una recogida corta. Con la información de los diagramas de difracción obtenidos ha sido 
posible determinar los parámetros de celda y el grupo espacial así como plantear un modelo 
estructural mediante la técnica de reemplazo molecular utilizando un modelo teórico de la 
forma B del ADN ideal. El cristal obtenido corresponde al empaquetamiento hexagonal P3  
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(a = 44,484, b = 44,484, c = 38,325, α = 90º,  β = 90º,  γ = 120º), con 3 dúplex por celdilla 
donde cada dúplex conforma una unidad asimétrica.  
La organización resultante de este cristal es de tipo HASO, típica de secuencias ricas en AT. 
Dado que la resolución alcanzada es baja  (aproximadamente 5 Å, con algunas difracciones 
en el par de bases alrededor de los 3,25 Å), se trata de una primera aproximación aceptable 
ya que el mapa de densidad electrónica se ajusta bastante a los datos experimentales. No 
ha sido posible ubicar la molécula de DAPI. Esta ausencia puede ser debida a que 
directamente no haya DAPI en el cristal o que sí que haya pero éste se encuentre muy 
desordenado en el cristal.  
A modo de recomendación general para futuros ensayos cristalográficos, se podrían realizar 
pruebas con otro tipo de sales ya que en el presente proyecto sólo se ha utilizado la sal 
divalente MgCl2, además de la presente en el tampón. Como candidatos, se proponen 
ensayos con las sales monovalentes NaCl y LiCl y la sal divalente CaCl2 así como pruebas 
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ANEXO A: Materiales y métodos 
A.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida 
En este apartado del anexo A se recogen todos los aspectos relacionados con los geles 
descritos en el apartado 5.2. que no han tenido cabida en el cuerpo del proyecto. Así, aquí 
se pueden encontrar tanto las composiciones de los geles y de los tampones, como el 
protocolo para el proceso de fijación de péptidos con pícrico y tinción con plata utilizado en 
el gel para la determinación de la presencia de péptido en los cristales (apartado 5.2.2.1). 
A.2.1. Disoluciones necesarias 
A continuación se detallan las diferentes soluciones utilizadas para los diferentes geles 
electroforéticos comentados en el apartado 5.2. 
A.2.1.1 Verificación del estado de conservación de algunos oligonucleótidos 
utilizados 
En este apartado se comentan las disoluciones utilizadas en el tipo de gel electroforético del 
apartado 5.2.1.1. 
 
Gel poliacrilamida (7,5% acrilamida) 
Reactivos Cantidades (para 12 ml) 
Solución A 3 ml 
Solución B 600 μl 
Glicerol 600 μl 
H20 7,8 ml 
PSA 10% 60 μl 
TEMED 12 μl 
Solución A: 30% acrilamida, 0,8% bisacrilamida 
Solución B: HEPES 1M pH 8,3 
Tabla A-1. Composición del gel utilizado para PAGE de ácidos nucleicos en condiciones no 
desnaturalizantes, para verificar el estado de conservación de algunos de los oligonucleótidos 
utilizados. Gel pequeño; 1,5 mm de grosor. 
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Tampón de cubeta 
Reactivos Concentración 1x 
HEPES pH 8,3 50 mM 
Glicerol 3% 
NaCl 0,1 M 
Tabla A-2. Composición del tampón de cubeta (running buffer) utilizado para PAGE en condiciones 
no desnaturalizantes, para verificar el estado de conservación de algunos de los oligonucleótidos 
utilizados. 
Tampón de muestras 
Reactivos Concentración 1x 
HEPES pH 8,3 50 mM 
Glicerol 30% 
NaCl 0,1 M 
Tabla A-3. Composición del tampón de muestras (sample buffer) utilizado para PAGE en condiciones 
no desnaturalizantes, para verificar el estado de conservación de algunos de los oligonucleótidos 
utilizados. 
Solución para tinción 
Reactivos Cantidades (para 100 ml) 
Solución A 10 μl 
Solución B 100 ml 
 
Solución A: stock 10000x comercial SYBRGold Nucleic Acid Gel Stain (Invitrogen) 
Solución B: tampón TE (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA pH 7,5 – 8,0) 
 
Tabla A-4. Composición de la solución para tinción utilizado para PAGE en condiciones no 
desnaturalizantes, para verificar el estado de conservación de algunos de los oligonucleótidos 
utilizados. Corresponden a la tinción SYBRGold Nucleic Acid Gel Stain de la marca Invitrogen. 
A.2.1.2 Geles de retardo 
Las composiciones del soporte y de la solución para tinción para los geles de retardo 
efectuados son las mismas que en el caso anterior pero hay algunas variaciones en lo que 
respecta al tampón de cubeta y al de muestras (principalmente una menor cantidad de sal 
ya que podría dificultar la unión péptido-ADN).  
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Tampón de cubeta 
Reactivos Concentración 1x 
HEPES pH 8,3 25 mM 
Glicerol 3% 
NaCl 30 mM 
Tabla A-5. Composición del tampón de cubeta (running buffer) utilizado para PAGE de ácidos 
nucleicos en condiciones no desnaturalizantes, concretamente en el gel de retardo. 
Tampón de muestras 
Reactivos Concentración 1x 
HEPES pH 8,3 25 mM 
Glicerol 30% 
NaCl 30 mM 
Tabla A-6. Composición del tampón de muestras (sample buffer) utilizado para PAGE de ácidos 
nucleicos en condiciones no desnaturalizantes, concretamente en el gel de retardo. 
A.2.1.3 Determinación de la presencia de péptido en los cristales 
Para el caso del gel electroforético de tipo desnaturalizante comentado en el apartado 
5.2.2.1, las disoluciones utilizadas se detallan a continuación. 
 
Tampón de cubeta 
Reactivos Concentración 1x 
Ácido acético 5% 
Tabla A-7. Composición del tampón de cubeta (running buffer) utilizado para PAGE en condiciones 
desnaturalizantes. 
Tampón de muestras 
Reactivos 2x (10 ml) Concentración 2x 
β-mercaptoetanol 14 μl 20 mM 
Urea 4,8 g 8 M 
Ácido acético 0,5 ml 5% 
Pironina Punta de espátula 
Tabla A-8. Composición del tampón de muestras (sample buffer) utilizado para PAGE  en condiciones 
desnaturalizantes. Para tener el tampón a 1x se prepara 50% concentración 2x + 50% ácido acético al 
5%). 




Gel de concentración (stacking) 
(Acrilamida 4%; Bisacrilamida 
0,2%; 5,4% Acético; 2,5 M Urea) 
Gel de resolución (resolving) 
(Acrilamida 30%; Bisacrilamida 
1%; 5,4% Acético; 2,5 M Urea) 
Solución A 320 μl - 
Solución B -  3 ml 
Solución C 200 μl 0,75 ml 
Solución D 444 μl 1,66 ml 
Tiourea 1,8 mg 5,25 mg 
H202 30%* 7,5 μl 33,75 μl 
H20 635,5 μl 0,583 ml 
Vol. final 1,6 ml 6 ml 
 
Solución A: 20% acrilamida, 1% bisacrilamida 
Solución B: 60% acrilamida, 2% bisacrilamida  
Solución C: 43% ácido acético 
Solución D: 9 M Urea 
*Añadir en último lugar para evitar que, en contacto con la tiourea, se inicie la 
polimerización prematuramente. 
 
Tabla A-9. Composición del gel utilizado para PAGE en condiciones desnaturalizantes. Gel pequeño; 
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A.3.1. Protocolo para el proceso de fijación de péptidos con pícrico y tinción 
con plata. 
A continuación se detallan los pasos a seguir así como las disoluciones correspondientes 
para llevar a cabo el proceso de fijación de péptidos con pícrico y la posterior tinción con 
plata utilizados en el gel electroforético comentado en el apartado 5.2.2.1. 
Paso Disolución Protocolo 
Fijación pícrico 
Para 250 ml: 
100 ml 
  3 partes solución sin colorante (75 ml): 
                  - 7,5 ml agua estéril 
30 minutos                   - 67,5 ml MeOH 
  7 partes ácido pícrico 0,1 M (175 ml) 
Lavado 
Etanol  30 ml 100 ml 
Agua estéril  hasta 100 ml 10 minutos 
Sensibilización 
Etanol 30 ml 100 ml 
Sensitizer 10 ml 
10 minutos 
Agua estéril  hasta 100 ml 
Primer lavado 
Etanol  30 ml 100 ml 
Agua estéril  hasta 100 ml 10 minutos 




Stainer  1 ml 100 ml 
Agua estéril  hasta 100 ml 15 minutos 




Developer  10 ml 100 ml 
Developer enhancer  1 gota 
4-8 minutos 





Añadir directamente a la solución de 
revelado 
10 minutos 
Lavado Agua estéril  100 ml 
100 ml 
10 minutos 
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A.2. Cristalografía 
En este anexo se tratan diferentes aspectos relacionados con la cristalografía, desde 
enfoques más prácticos como las soluciones comerciales de cristalización o las diferentes 
técnicas de cristalización, a explicaciones más teóricas como la celdilla unitaria.  
A.2.2. Soluciones comerciales de cristalización 
A continuación se detallan las composiciones de las soluciones comerciales de cristalización 
Natrix HR2-116, de la casa Hampton Research, entre las cuales se encuentran las utilizadas 
en el presente proyecto (7, 15, 42 y 43). 
 
Tampones Natrix HR2-116 
Nº Composición 
1 0.01 M Mg Chloride, 0.05 M MES pH 5.6, 2.0 M Lithium Sulfate 
2 0.01 M Mg Acetate, 0.05 M MES pH 5.6, 2.5 M Ammonium Sulfate 
3 0.1 M Mg Acetate, 0.05 M MES pH 5.6, 20% MPD 
4 0.2 M K Chloride, 0.01 M Mg Sulfate, 0.05 M MES pH 5.6, 10% PEG 400 
5 0.2 M K Chloride, 0.01 M Mg Chloride, 0.05 M MES pH 5.6, 5% PEG 8000 
6 0.1 M Ammonium Sulfate, 0.01 M Mg Chloride, 0.05 M MES pH 5.6, 20% PEG 8000 
7 0.02 M Mg Chloride, 0.05 M MES pH 6.0, 15% iso-Propanol 
8 0.005 M Mg Sulfate, 0.1 M Ammonium Acetate, 0.05 M MES pH 6.0, 0.6 M NaCl 
9 0.1 M K Chloride, 0.01 M Mg Chloride, 0.05 M MES pH 6.0, 10% PEG 400 
10 0.005 M Mg Sulfate, 0.05 M MES pH 6.0, 5% PEG 4000 
11 0.01 M Mg Chloride, 0.05 M Na Cacodylate pH 6.0, 1.0 M Lithium Sulfate 
12 0.01 M Mg Sulfate, 0.05 M Na Cacodylate pH 6.0, 1.8 M Lithium Sulfate 
13 0.015 M Mg Acetate, 0.05 M Na Cacodylate pH 6.0, 1.7 M Ammonium Sulfate 
14 
0.1 M K Chloride, 0.025 M Mg Chloride, 0.05 M Na Cacodylate pH 6.0, 15% iso-
Propanol 
15 0.04 M Mg Chloride, 0.05 M Na Cacodylate pH 6.0, 5% MPD 
16 0.04 M Mg Acetate, 0.05 M Na Cacodylate pH 6.0, 30% MPD 
17 
0.2 M K Chloride, 0.01 M Ca Chloride, 0.05 M Na Cacodylate pH 6.0, 10% PEG 
4000 
18 0.01 M Mg Acetate, 0.05 M Na Cacodylate pH 6.5, 1.3 M Lithium Sulfate 
19 0.01 M Mg Sulfate, 0.05 M Na Cacodylate pH 6.5, 2.0 M Ammonium Sulfate 
20 
0.1 M Ammonium Acetate, 0.015 M Mg Acetate, 0.05 M Na Cacodylate pH 6.5, 10% 
iso-Propanol 
21 
0.2 M K Chloride, 0.005 M Mg Chloride, 0.05 M Na Cacodylate pH 6.5, 10% 1,6 
Hexanediol 
22 0.08 M Mo Acetate, 0.05 M Na Cacodylate pH 6.5, 15% PEG 400 
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Tampones Natrix HR2-116 
Nº Composición 
23 
0.2 M K Chloride, 0.01 M Mg Chloride, 0.05 M Na Cacodylate pH 6.5, 10% PEG 
4000 
24 
0.2 M Ammonium Acetate, 0.01 M Ca Chloride, 0.05 M Na Cacodylate pH 6.5, 10% 
PEG 4000 
25 0.08 M Mg Acetate, 0.05 M Na Cacodylate pH 6.5, 30% PEG 4000 
26 0.2 M K Chloride, 0.1 M Mg Acetate, 0.05 M Na Cacodylate pH 6.5, 10% PEG 8000 
27 
0.2 M Ammonium Acetate, 0.01 M Mg Acetate, 0.05 M Na Cacodylate pH 6.5, 30% 
PEG 8000 
28 0.05 M Mg Sulfate, 0.05 M HEPES - Na pH 7.0, 1.6 M Lithium Sulfate 
29 0.01 M Mg Chloride, 0.05 M HEPES - Na pH 7.0, 4.0 M Lithium Chloride 
30 0.01 M Mg Chloride, 0.05 M HEPES - Na pH 7.0, 1.6 M Ammonium Sulfate 
31 0.005 M Mg Chloride, 0.05 M HEPES - Na pH 7.0, 25% PEG Monomethyl Ether 550 
32 0.2 M KCl, 0.01 M Mg Chloride, 0.05 M HEPES - Na pH 7.0, 20% 1,6 Hexanediol 
33 
0.2 M Ammonium Chloride, 0.01 M Mg Chloride, 0.05 M HEPES - Na pH 7.0, 30% 
1,6 Hexanediol 
34 0.1 M K Chloride, 0.005 M Mg Sulfate, 0.05 M HEPES - Na pH 7.0, 15% MPD 
35 0.1 M K Chloride, 0.01 M Mg Chloride, 0.05 M HEPES - Na pH 7.0, 5% PEG 400 
36 0.1 M K Chloride, 0.01 M Ca Chloride, 0.05 M HEPES - Na pH 7.0, 10% PEG 400 
37 0.2 M K Chloride, 0.025 M Mg Sulfate, 0.05 M HEPES - Na pH 7.0, 20% PEG 200 
38 
0.2 M Ammonium Acetate, 0.15 M Mg Acetate, 0.05 M HEPES - Na pH 7.0, 5% PEG 
4000 
39 
0.1 M Ammonium Acetate, 0.02 M Mg Chloride, 0.05 M HEPES - Na pH 7.0, 5% 
PEG 8000 
40 0.01 M Mg Chloride, 0.05 M Tris HCl pH 7.5, 1.6 M Ammonium Sulfate 
41 
0.1 M KCl, 0.015 M Mg Chloride, 0.05 M Tris HCl pH 7.5, 10% PEG Monomethyl 
Ether 550 
42 0.01 M Mg Chloride, 0.05 M Tris HCl pH 7.5, 5% iso-Propanol 
43 0.01 M Mg Chloride, 0.05 M Ammonium Acetate, 0.05 M Tris HCl pH 7.5, 10% MPD 
44 0.2 M K Chloride, 0.05 M Mg Chloride, 0.05 M Tris HCl pH 7.5, 10% PEG 4000 
45 0.025 M Mg Sulfate, 0.05 M Tris HCl pH 8.5, 1.8 M Ammonium Sulfate 
46 0.005 M Mg Sulfate, 0.05 M Tris HCl pH 8.5, 35% 1,6 Hexanediol 
47 0.1 M K Chloride, 0.01 M Mg Chloride, 0.05 M Tris HCl pH 8.5, 30% PEG 400 
48 
0.01 M Ca Chloride, 0.2 M Ammonium Chloride, 0.05 M Tris HCl pH 8.5, 30% PEG 
4000 
Tabla A-11. Composición de las soluciones comerciales de cristalización Natrix HR2-116. 
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A.2.3. Soluciones adaptadas de cristalización 
A continuación se detallan las composiciones de las soluciones de cristalización adaptadas, 
realizadas a modo de variantes de algunas Natrix HR2-116. 
 
Soluciones de cristalización adaptadas 
Nº Natrix de origen Nº Variante Composición 
15 
V1 10 mM MgCl2, 50 mM NaCac pH 6, 5% MPD 
V3 20 mM MgCl2, 50 mM NaCac pH 6, 5% MPD 
42 
V4 5 mM MgCl2, 50 mM Tris HCl pH 7,5 
V5 20 mM MgCl2, 50 mM Tris HCl pH 7,5 
V6 40 mM MgCl2, 50 mM Tris HCl pH 7,5 
Tabla A-12. Composición de las soluciones adaptadas de cristalización, variantes de algunas Natrix 
HR2-116. 
A.2.4. Estrategias de cristalización 
Existen diferentes estrategias a seguir para conseguir una correcta cristalización. A 
continuación se presenta una breve descripción de ellas [50]: 
- En baño (batch). Este grupo tiene dos variantes que siguen el mismo principio: 
o Cristalización en baño (batch): El pocillo que contiene la solución 
sobresaturada se sella y se deja en reposo.  
o Cristalización en baño miniaturizada (microbatch): Una pequeña gota de 
unos 2-10 μl que contiene tanto el soluto (proteína, ADN…) como el 
precipitante se sumerge en un aceite inerte que evita la evaporación de la 
gota. 
 
Figura A-1. Esquema de la cristalización en baño (batch). Ambas variantes parten de una solución 
sobresaturada (adaptada de [50]). 
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- Sembrado (seeding). Esta técnica se basa en la transferencia de un cristal que se 
encuentra en condiciones de nucleación a una solución que favorezca sólo el 
crecimiento. Hay dos métodos básicos de sembrado: 
o Macrosembrado: Un cristal se transfiere de la solución donde ocurre la 
nucleación y el crecimiento a una nueva solución menos sobresaturada para 
que crezca de manera continua pasando por una solución intermedia no 
saturada con el objetivo de pulir la superficie, eliminando irregularidades o 
posibles contaminantes que podrían hacer que el cristal dejase de crecer.  
o Microsembrado: Una solución que contiene algunos pequeños cristales, 
normalmente obtenidos de la rotura de un cristal más grande, se transfiere a 
la solución menos sobresaturada de crecimiento. 
.  
Figura A-2. Esquema de cristalización de la técnica de sembrado (adaptada de [50]).  
- Métodos de cristalización en que las condiciones de nucleación y de crecimiento 
están separadas pero dentro de un mismo recipiente. Este tipo de técnicas permiten 
manipular de forma separada las condiciones de nucleación y de crecimiento 
manteniendo el conjunto en un único recipiente: 
o Experimentos de difusión en la interfaz libre: Cuando el precipitante y el 
soluto se encuentran en la interfaz, ésta alcanza un estado de elevada 
sobresaturación. El resto de la fase donde se encuentra sólo el soluto 
permanece no saturada. A medida que las soluciones de precipitante y soluto 
se mezclan, la solución de soluto es lo suficientemente sobresaturada para 
favorecer el crecimiento del cristal y evitar la disolución del mismo. 
o Experimentos de inducción local de la nucleación: En este tipo de ensayos se 
trabaja con gradientes de concentración o de temperatura. La nucleación se 
da en el fondo del tubo de ensayo. 
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Figura A-3. Esquema de cristalización de las técnicas de difusión en la interfaz y de inducción local 
de la nucleación (adaptada de [50]). 
- Métodos de diálisis. La concentración de la macromolécula que hay en el soluto se 
mantiene constante durante la cristalización. La concentración de la solución, en 
cambio, cambia por difusión de los componentes de bajo peso molecular a través de 
una membrana semipermeable. 
 
Figura A-4. Esquema de cristalización por diálisis (adaptada de [50]). 
- Difusión de vapor.  La disolución que contiene la macromolécula y el precipitante 
está en estado de no saturación en forma de gota en una cápsula donde también se 
encuentra el reservorio con precipitante. Mediante la difusión de vapor entre el 
reservorio y la gota, la solución con la macromolécula alcanza el estado de 
sobresaturación. 
 
Figura A-5. Esquema de cristalización por difusión de vapor (adaptada de [50]). 
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A.2.5. La celdilla unitaria 
La celdilla unitaria se define como el paralepípedo más pequeño que se repite por traslación 
ordenada en las tres direcciones del espacio y que genera todo el cristal, tal y como se 
define en el apartado 5.4.1. Se caracteriza por tres vectores  ,    y   , paralelos a sus aristas 
y de su misma longitud, aunque la nomenclatura más característica es: 
- a, b, y c: longitud de cada vector. 
- α, β y γ: ángulos que forman entre ellos. 
A partir de la clasificación de las relaciones de estos parámetros, se obtienen los 7 sistemas 
cristalinos. Además, conociendo el concepto de punto reticular, se distinguen 14 tipos de 
celdillas posibles, llamadas redes de Bravais, según su localización. Todas estas 
combinaciones se recogen en la Tabla A-13. 
La nomenclatura P, C, F e I hacen referencia a la localización de los puntos reticulares: 
- P: Celdilla primitiva. Contiene un sólo punto reticular, un octavo en cada vértice. 
- C: Centrada en una cara. Contiene dos puntos reticulares, uno de ellos situado en 
los vértices y otro que se divide en dos mitades, cada una de las cuales se sitúa en 
cada cara de un solo eje. 
- I: Centrada en el cuerpo. Contiene dos puntos reticulares, uno en los vértices y otro 
en el centro de la celdilla. 
- F: Centrada en las caras. Contiene cuatro puntos reticulares, uno en los vértices y 
los otros tres se dividen en 6 mitades, cada una situada en el centro de cada cara. 
El grupo espacial es el conjunto de operaciones de simetría que deben aplicarse a la unidad 
asimétrica para generar la celdilla unitaria. Estas operaciones se recogen en las 
International Tables for X-Ray Crystallography [48]. En la Tabla A-14 se detallan los 65 
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Sistema cristalino Red de Bravais 
Triclínico 
      
      P  
Monoclínico 
      
           
P    C  
Ortorrómbico 
      
          
P   C I F   
Tetragonal 
      
           
P      I    
Hexagonal 
      
                
R      P    
Romboédrico (o 
trigonal) 
      
        P    
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Sistema cristalino Red de Bravais 
Cúbico 
      
            
P      I       F     




Monoclínico P2, P21, C2 
  
Ortorrómbico P222, P212121, P21212 
 




Tetragonal P4, P41, P42, P43, I4, I41 
 
P422, P4212, P4122 
 
P41212, P4222, P42212 
 
P43212, P4322, I4122, I422 
  
Trigonal y romboédrico P3, P31, P32, R3 
 
P312, P321, P3121, P3112 
 
P3221, P3212, R32 
  
Hexagonal P6, P65, P61, P64, P63 
 
P62, P622, P6122, P6222 
 
P6322, P6422, P6522 
  
Cúbico P23, F23, I23, P213, I213 
 
P432, P4132, P4232, P4332 
 
F432, F4132, I432, I4132 
  
Tabla A-14. Clasificación de los grupos espaciales ([51]). 
 
Estudios cristalográficos de complejos de péptidos y la droga 
diamino-fenilindol (DAPI) con oligonucleótidos ricos en adeninas y timinas Pág. 123 
 
ANEXO B: Resultados 
B.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida 
En este anexo se muestran ejemplos de los cálculos que se deben realizar para determinar 
las cantidades de cada especie a cargar en cada tipo de gel así como los resultados 
obtenidos para el gel de determinación de la presencia de péptido en el cristal MD39-2 
(apartado 6.2.3). 
B.1.1. Gel de verificación del estado de conservación de los oligonucleótidos 
En cada pozo se carga un volumen de 6 μl formado por tampón de muestras y disolución de 
oligonucleótido. La cantidad de oligonucleótido que experimentalmente se ha determinado 
como adecuada para su visualización en este tipo de geles es de 200 ng a partir de una 
disolución 0,02 mM. Para el caso del A(AT)5T: 
Partiendo del stock madre: 3,38 mM: 
       
  
     
 
    
     
 
  
              
 
     
  
         
                                              
Realizando la dilución 0,02 mM: 
                                 
 0,5 μl stock A(AT)5T 3,38 mM 
 84 μl tampón de muestras 
Partiendo de la dilución 0,02 mM: 
       
  
     
 
    
     
 
  
              
 
     
  
        
En el pozo se carga: 
 1,37 μl dilución A(AT)5T 0,02 mM 
 4,63 μl tampón de muestras 
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B.1.2. Geles de retardo 
Las relaciones péptigo:oligo ensayadas son: 0:1, 1:1, 2:1, 4:1, 6:1 y 8:1. La cantidad 
constante de oligonucleótido es de 200 ng. En cada pozo se cargan 6 μl de muestra 
formados por la disolución de contiene el péptido, la disolución que contiene el 
oligonucleótido y el tampón de muestras correspondiente, en las cantidades necesarias. A 
continuación se muestra un ejemplo de cálculo: 
Para la proporción péptido:oligo 2:1 con el oligonucleótido CGT2A2T2A2CG: 
- Se calcula cuántos mmols se van a añadir de oligonucleótido en el gel: 
       
   
      
 
      
        
 
       
    
                             
- Partiendo de diluciones de péptido y oligonucleótido 0,02 mM: 
o Cantidad de oligo: 
               
   
        
 
      
   
                                 
o Cantidad de péptido: 
Partiendo de dilución 0,02 mM, si se tiene que poner el doble de cantidad: 
1,37 μl · 2 = 2,74 μl disolución 0,02 mM péptido. 
- Se carga en el pozo: 1,37 μl oligo 0,02 mM + 2,74 μl péptido 0,02 mM + 1,89 μl 
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B.1.3. Determinación de la presencia de péptido en los cristales 
Antes de realizar el gel definitivo cargando las muestras de cristal disuelto, se ensayó un gel 
electroforético con diferentes concentraciones del péptido KRPRGRPKGSKNKGAA 
(IIb/16a), que se utiliza en ensayos cristalográficos del presente proyecto, para determinar la 
sensibilidad del experimento, es decir, la cantidad mínima de péptido que se puede 
observar.  
Para decidir las cantidades de péptido que se prueban en este primer gel, se hace una 
estimación de cuánto péptido se puede esperar que haya en el cristal que se quiere probar. 
Este cristal es uno de los que se extrajeron de la gota MM105-1, que se llevó a difractar a 
las instalaciones de la Plataforma Cristal·logràfica del Parc Científic de Barcelona, 
obteniendo una recogida corta de difracciones. 
El cálculo hipotético es el siguiente: 
Gota MM105 (péptido IIb/16a): 
- Volumen de la gota = 5 μl; [péptido] = 0,4 mM; Mw(péptido) = 1749,1 g/mol 
     
   
      
 
       
   
 
    
       
 
        
    
 
      
   
          
                              
- Teniendo en cuenta que en la gota han salido aproximadamente 30 cristales: 
                                              
La conclusión es que en una primera aproximación se pueden esperar como máximo unos 
100 ng de péptido en el cristal ensayado. Por lo tanto, se decide probar las siguientes 
cantidades: 25, 50, 100, 150 y 200 ng. 
En cada pozo del gel se cargan 10 μl compuestos por 5 μl de muestra de péptido y 5 μl del 
tampón de muestras correspondiente. Las disoluciones de péptido se preparan a partir de 
diluciones del stock inicial que se encuentra a 1 mM. A continuación se muestra un ejemplo 
del cálculo realizado para la muestra de péptido: 
Para 150 ng: 
- Stock inicial = 1 mM = 1749,1 ng/μl 
- Se realiza dilución (1:10) = 174,9 ng/μl (1 μl stock inicial + 9 μl H2O mQ estéril) 
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Le electroforesis realizada duró 4 horas y 33 minutos y se llevó a cabo a un voltaje 
constante de 250 V a una temperatura de 4ºC. El resultado puede verse en la Figura B-1. 
 
Figura B-1. Resultado de  la electroforesis para determinar la sensibilidad de detección de péptido. 
La conclusión que se extrae del resultado de esta electroforesis es que el péptido IIb/16a 
corre menos que el colorante (pironina) y se ven todas las cantidades. 
Después de realizar este primer gel para determinar la sensibilidad de la técnica, se procede 
a realizar el gel en el que se cargan los cristales. A parte del cristal procedente de la gota 
MM105-1, se cargan otros cristales pertenecientes a diferentes miembros del grupos así 
como dos carriles de control con dos cantidades de péptido para verificar que el péptido sólo 
sí se ve. Cada cristal se disuelve en una disolución formada por 5 μl de tampón de muestras 
y 5 μl de H2O mQ estéril. 
La electroforesis realizada duró 5 horas y 35 minutos y se llevó a cabo a un voltaje 
constante de 250 V a una temperatura de 4ºC. El resultado puede verse en la Figura B-2. 
Estudios cristalográficos de complejos de péptidos y la droga 
diamino-fenilindol (DAPI) con oligonucleótidos ricos en adeninas y timinas Pág. 127 
 
 
Figura B-2. Resultado de  la electroforesis para determinar la presencia de péptido en diferentes 
cristales. En rojo se resaltan los carriles que corresponden a las cantidades de péptido control, cuya 
marca se aprecia antes de la pironina. En verde, el carril correspondiente a la muestra del cristal 
disuelto, donde no se aprecia ninguna banda. 
Como puede verse en la figura, en el carril perteneciente al cristal de la gota MM105-1 no se 
aprecia ninguna banda correspondiente al péptido. Esto puede ser debido a: 
1. No hay péptido en el cristal. 
2. La cantidad de péptido presente en el cristal es menor a 25 ng o al límite de 
sensibilidad de este proceso. 
3. El péptido se ha degradado en el proceso. 
No obstante, puede verse que hay carriles en los que se ha cargado cristal en que sí que se 
observan bandas. Es interesante aprovechar la información que da este hecho ya que son 
cristales donde el péptido utilizado también se usa en el presente proyecto. Por ejemplo, el 
carril 12, donde se observa una banda fuertemente marcada pertenece a un cristal en que la 
relación péptido:oligo es 2:1. Este parámetro, como se ha comentado anteriormente, es 
importante ya que puede determinar la formación o no del complejo. 
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B.2. Estudios de cristalización 
En este último apartado del anexo B se detallan las condiciones de cristalización ensayadas 
para cada serie cristalográfica: 
- Ensayos con lisozima. 
- Ensayos con péptidos y oligonucleótidos G3A3T2C2TC. 
o Secuencia G3A3T2C2TC con péptido KRPRGRP (IIa/7). 
o Secuencia G3A3T2C2TC con péptido KRPRGRPKGSKNKGAA (IIb/16a). 
o Secuencia G3A3T2C2TC con péptido RKPRGRPKK (III/9b). 
- Ensayos con péptidos y oligonucleótido CGT2A2T2A2CG. 
o Secuencia CGT2A2T2A2CG con péptido KRGRGRPRK (I/9a). 
o Secuencia CGT2A2T2A2CG con péptido KRPRGRP (IIa/7). 
o Secuencia CGT2A2T2A2CG con péptido KRPRGRPKGSKNKGAA (IIb/16a). 
o Secuencia CGT2A2T2A2CG con péptido RKPRGRPKK (III/9b). 
- Ensayos con DAPI y oligonucleótidos varios. 
o Secuencia C(AT)4G con DAPI. 
o Secuencia (AT)5 con DAPI. 
o Secuencia A(AT)5T con DAPI. 
B.2.1. Ensayos con lisozima 
Las condiciones ensayadas en las pruebas cristalográficas realizadas a modo de 
introducción en el proceso de elaboración de gotas son: 
I. Gota: 40 mg/ml lisozima. Disolución reservorio: 0,8 M NaAc/NaCl pH 4,5 
II. Gota: 60 mg/ml lisozima. Disolución reservorio: 0,8 M NaAc/NaCl pH 4,5 
III. Gota: 80 mg/ml lisozima. Disolución reservorio: 0,8 M NaAc/NaCl pH 4,5 
IV. Gota: 40 mg/ml lisozima. Disolución reservorio: 1,4 M NaAc/NaCl pH 4,5 
V. Gota: 60 mg/ml lisozima. Disolución reservorio: 1,4 M NaAc/NaCl pH 4,5 
VI. Gota: 80 mg/ml lisozima. Disolución reservorio: 1,4 M NaAc/NaCl pH 4,5 
La gota tiene un volumen de 4 μl: 2 μl de la disolución de lisozima correspondiente y 2 μl de 
la disolución del pozo. El volumen del pozo es de 800 μl. 
El mejor cristal se ha obtenido con la condición I. Con la condición III, se obtiene un cristal 
pero en éste se observa crecimiento en macla, es decir, se observan varios cristales en uno 
y además estos habían crecido en diferentes capas. El aumento de la concentración de la 
disolución de NaAc/NaCl provoca la aparición de cristales de sal, cuya forma típica recuerda 
a los erizos de mar. 
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B.2.2. Ensayos con péptidos y oligonucleótido G3A3T2C2TC 
B.2.2.1. Secuencia G3A3T2C2TC con péptido RKPRGRPKK (III/9b) 
Cps. 













Inicio                                           
Final 
MM1 
III/9b                                    
0,4 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
2:1 
0,25 mM NiCl2, 
20 mM MgCl2;
2,5% MPD; 25 
mM NaCac, pH 6 
Nº 15 
17% MPD                                           
∼ 38,6% MPD 
Prec. birrefringente XX + 
sep. fases 
MM2 
III/9b                                    
0,2 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
1:1 
0,25 mM NiCl2, 
20 mM MgCl2;
2,5% MPD; 25 
mM NaCac, pH 6 
Nº 15 
19% MPD                                           
∼ 40,3% MPD 
Prec. birrefringente XX + 
sep. fases 
MM3 
III/9b                                    
0,1 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
1:2 
0,25 mM NiCl2, 
20 mM MgCl2;
2,5% MPD; 25 
mM NaCac, pH 6 
Nº 15 
19% MPD                                           
∼ 40,3% MPD 
Prec. birrefringente XX 
MM4 
III/9b                                    
0,4 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
2:1 
0,25 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2; 2,5% 
IP; 25 mM Tris 
HCl, pH 7,5 
Nº 42 
17% MPD/ 5% IP                                         
47% MPD/ 5% IP 
Prec. amorfo + sep. fases 
MM5 
III/9b                                    
0,2 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
1:1 
0,25 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2; 2,5% 
IP; 25 mM Tris 
HCl, pH 7,5 
Nº 42 
19% MPD/ 5% IP                                         
51% MPD/ 5% IP 
Prec. amorfo + sep. fases 
MM6 
III/9b                                    
0,1 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
1:2 
0,25 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2; 2,5% 
IP; 25 mM Tris 
HCl, pH 7,5 
Nº 42 
19% MPD/ 5% IP                                         
50% MPD/ 5% IP 
Prec. amorfo + sep. fases 
MM7 
III/9b                                    
0,4 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
2:1 
0,25 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2, 25 
mM (NH4)Ac; 5% 
MPD; 25 mM 
Tris HCl, pH 7,5 
Nº 43 
17% MPD                                         
∼ 48,6% MPD 
Prec. amorfo con 
agrupaciones negras + 
sep. fases 
MM8 
III/9b                                    
0,2 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
1:1 
0,25 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2, 25 
mM (NH4)Ac; 5% 
MPD; 25 mM 
Tris HCl, pH 7,5 
Nº 43 
19% MPD                                         
∼ 40,9% MPD 
Prec. amorfo + sep. fases 
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III/9b                                    
0,1 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
1:2 
0,25 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2, 25 
mM (NH4)Ac; 5% 
MPD; 25 mM 
Tris HCl, pH 7,5 
Nº 43 
19% MPD                                         
∼ 41,8% MPD 
Prec. amorfo + sep. fases 
MM10 
III/9b                                    
0,4 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
2:1 
0,25 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2;
7,5% IP; 25 mM 
MES, pH 6 
Nº 7 
17% MPD/ 5% IP                                         
41% MPD/ 5% IP 
Prec. amorfo con agrup. 
negras + sep. Fases 
MM11 
III/9b                                    
0,2 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
1:1 
0,25 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2;
7,5% IP; 25 mM 
MES, pH 6 
Nº 7 
19% MPD/ 5% IP                                         
41% MPD/ 5% IP 
Prec. amorfo + sep. fases 
(1 punto brilla) 
MM12 
III/9b                                    
0,1 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
1:2 
0,25 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2;
7,5% IP; 25 mM 
MES, pH 6 
Nº 7 
19% MPD/ 5% IP                                         
41% MPD/ 5% IP 
Prec. amorfo + sep. fases 
(2 puntos negros) 
MM13 
III/9b                                    
0,4 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
2:1 
0,25 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2; 2,5% 
MPD; 25 mM 
NaCac, pH 6 
A1 
17% MPD                                         
∼ 45,3% MPD 
Prec. cristalino X 
MM14 
III/9b                                    
0,2 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
1:1 
0,25 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2; 2,5% 
MPD; 25 mM 
NaCac, pH 6 
A1 
19% MPD                                         
∼ 49,4% MPD 
Prec. cristalino X 
MM15
R 
III/9b                                    
0,2 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
1:1 
0,25 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2; 2,5% 
MPD; 25 mM 
NaCac, pH 6 
A1 
19% MPD                                         
∼ 49,4% MPD 
Sep. fases amorfa 
MM16
R 
III/9b                                    
0,2 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
1:1 
0,25 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2; 2,5% 
MPD; 25 mM 
NaCac, pH 6 
A1 
19% MPD                                         
∼ 50,3% MPD 
Prec. cristalino X 
MM17 
III/9b                                    
0,1 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
1:2 
0,25 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2; 2,5% 
MPD; 25 mM 
NaCac, pH 6 
A1 
19% MPD                                         
∼ 48,9% MPD 
Prec. amorfo + sep. fases 
MM18 
III/9b                                    
0,4 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
2:1 
0,25 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2;
2,5% MPD; 25 
mM NaCac, pH 6 
A3 
17% MPD                                         
∼ 46,4% MPD 
Prec. amorfo + sep. fases 
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III/9b                                    
0,2 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
1:1 
0,25 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2;
2,5% MPD; 25 
mM NaCac, pH 6 
A3 
19% MPD                                         
∼ 43,4% MPD 
Prec. cristalino agrupado 
(brilla poco) + sep. fases 
MM20 
III/9b                                    
0,1 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
1:2 
0,25 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2;
2,5% MPD; 25 
mM NaCac, pH 6 
A3 
19% MPD                                         
∼ 43,4% MPD 
Prec. cristalino agrupado 
(brilla poco) + sep. fases 
MM21 
III/9b                                    
0,4 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
2:1 
0,25 mM NiCl2, 
2,5 mM MgCl2;  
(-); 25 mM Tris 
HCl, pH 7,5 
A4 
17% MPD/ 5% IP                                         
43% MPD/ 5% IP 
Prec. amorfo + sep. fases 
(3 puntos negros) 
MM22 
III/9b                                    
0,2 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
1:1 
0,25 mM NiCl2, 
2,5 mM MgCl2;  
(-); 25 mM Tris 
HCl, pH 7,5 
A4 
19% MPD/ 5% IP                                         
43% MPD/ 5% IP 
Prec. amorfo + sep. fases 
+ 2 protuberancias 
MM23 
III/9b                                    
0,1 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
1:2 
0,25 mM NiCl2, 
2,5 mM MgCl2;  
(-); 25 mM Tris 
HCl, pH 7,5 
A4 
19% MPD/ 5% IP                                         
43% MPD/ 5% IP 
Prec. amorfo + sep. Fases 
MM24 
III/9b                                    
0,4 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
2:1 
0,25 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2;   
(-); 25 mM Tris 
HCl, pH 7,5 
A5 
17% MPD/ 5% IP                                         
31% MPD/ 5% IP 
Prec. amorfo + sep. fases 
+ varias protuberancias + 
punto negro 
MM25 
III/9b                                    
0,2 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
1:1 
0,25 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2;   
(-); 25 mM Tris 
HCl, pH 7,5 
A5 
19% MPD/ 5% IP                                         
35% MPD/ 5% IP 
Prec. Amorfo XX + sep. 
fases + fibra 
MM25
bis 
III/9b                                    
0,2 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
1:1 
0,25 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2;   
(-); 25 mM Tris 
HCl, pH 7,5 
A5 
19% MPD/ 5% IP                                         
35% MPD/ 5% IP 
Prec. un poco cristalino 
(tiras) + sep. Fases 
MM26 
III/9b                                    
0,1 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
1:2 
0,25 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2;   
(-); 25 mM Tris 
HCl, pH 7,5 
A5 
19% MPD/ 5% IP                                         




III/9b                                    
0,4 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
2:1 
0,25 mM NiCl2, 
20 mM MgCl2;   
(-); 25 mM Tris 
HCl, pH 7,5 
A6 
17% MPD/ 5% IP                                         
32% MPD/ 5% IP 
Prec. amorfo y cristalino 
(brilla poco) (agrupaciones 
más pequeños) + sep. 
fases 
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III/9b                                    
0,2 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
1:1 
0,25 mM NiCl2, 
20 mM MgCl2;   
(-); 25 mM Tris 
HCl, pH 7,5 
A6 
19% MPD/ 5% IP                                         
35% MPD/ 5% IP 
Prec. amorfo y cristalino 
(brilla poco) (agrupaciones 
más pequeños) + sep. 
fases 
MM29 
III/9b                                    
0,1 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
1:2 
0,25 mM NiCl2, 
20 mM MgCl2;   
(-); 25 mM Tris 
HCl, pH 7,5 
A6 
19% MPD/ 5% IP                                         
35% MPD/ 5% IP 
Prec. amorfo y cristalino 
(brilla poco) 
(agrupaciones) 
Tabla B-1. Condiciones de las gotas de la serie de ensayos con oligonucleótido G3A3T2C2TC y 
péptido RKPRGRPKK (III/9b). 
B.2.2.2. Secuencia G3A3T2C2TC con péptido KRPRGRP (IIa/7) 
Cps. 













 Inicio                                           
Final 
MM30 
IIa/7                                    
0,4 mM 
G3A3T2C2TC                                          
0,2 mM 
2:1 
0,25 mM NiCl2, 
20 mM MgCl2; 
2,5% MPD; 25 
mM NaCac, pH 6 
Nº 15 
17% MPD                                           
∼ 35,1% MPD 
Prec. amorfo difuminado + 
sep. fases + algunos 
núcleos cristalinos 
MM31 
IIa/7                                    
0,2 mM 
G3A3T2C2TC                                          
0,2 mM 
1:1 
0,25 mM NiCl2, 
20 mM MgCl2; 
2,5% MPD; 25 
mM NaCac, pH 6 
Nº 15 
19% MPD                                           
∼ 31,6% MPD 
Sep. fases cristalina 
(agrupaciones) 
MM32 
IIa/7                                    
0,1 mM 
G3A3T2C2TC                                          
0,2 mM 
1:2 
0,25 mM NiCl2, 
20 mM MgCl2; 
2,5% MPD; 25 
mM NaCac, pH 6 
Nº 15 
19% MPD                                           
∼ 32,6% MPD 
Prec. cristalino 
(agrupaciones grandes) + 
sep. fases 
MM33 
IIa/7                                    
0,4 mM 
G3A3T2C2TC                                          
0,2 mM 
2:1 
0,25 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2; 2,5% 
IP; 25 mM Tris 
HCl, pH 7,5 
Nº 42 
17% MPD/ 5% IP                                         
35% MPD/ 5% IP 
Inicio sep. fases 
MM34 
IIa/7                                    
0,2 mM 
G3A3T2C2TC                                          
0,2 mM 
1:1 
0,25 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2; 2,5% 
IP; 25 mM Tris 
HCl, pH 7,5 
Nº 42 
19% MPD/ 5% IP                                         
41% MPD/ 5% IP 
Prec. amorfo 
MM35 
IIa/7                                    
0,1 mM 
G3A3T2C2TC                                          
0,2 mM 
1:2 
0,25 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2; 2,5% 
IP; 25 mM Tris 
HCl, pH 7,5 
Nº 42 
19% MPD/ 5% IP                                         
37% MPD/ 5% IP 
6 esferas brillantes + sep. 
fases cristalina 
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IIa/7                                    
0,4 mM 
G3A3T2C2TC                                          
0,2 mM 
2:1 
0,25 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2, 25 
mM (NH4)Ac; 5% 
MPD; 25 mM 
Tris HCl, pH 7,5 
Nº 43 
17% MPD                                         
∼ 49,7% MPD 




IIa/7                                    
0,4 mM 
G3A3T2C2TC                                          
0,2 mM 
2:1 
0,25 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2, 25 
mM (NH4)Ac; 5% 
MPD; 25 mM 
Tris HCl, pH 7,5 
Nº 43 
17% MPD                                         
∼ 41% MPD 
Sep. fases amorfa 
MM37 
IIa/7                                    
0,2 mM 
G3A3T2C2TC                                          
0,2 mM 
1:1 
0,25 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2, 25 
mM (NH4)Ac; 5% 
MPD; 25 mM 
Tris HCl, pH 7,5 
Nº 43 
19% MPD                                         
∼ 41,8% MPD 
Sep. fases 
MM38 
IIa/7                                    
0,1 mM 
G3A3T2C2TC                                          
0,2 mM 
1:2 
0,25 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2, 25 
mM (NH4)Ac; 5% 
MPD; 25 mM 
Tris HCl, pH 7,5 
Nº 43 
19% MPD                                         
∼ 41,8% MPD 
Sep. fases 
MM39 
IIa/7                                    
0,4 mM 
G3A3T2C2TC                                          
0,2 mM 
2:1 
0,25 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2; 
7,5% IP; 25 mM 
MES, pH 6 
Nº 7 
17% MPD/ 5% IP                                         
27% MPD/ 5% IP 
Prec. amorfo + sep. fases 
MM40 
IIa/7                                    
0,2 mM 
G3A3T2C2TC                                          
0,2 mM 
1:1 
0,25 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2; 
7,5% IP; 25 mM 
MES, pH 6 
Nº 7 
19% MPD/ 5% IP                                         
30% MPD/ 5% IP 
Prec. amorfo + sep. fases 
+ 1 fibra 
MM41 
IIa/7                                    
0,1 mM 
G3A3T2C2TC                                          
0,2 mM 
1:2 
0,25 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2; 
7,5% IP; 25 mM 
MES, pH 6 
Nº 7 
19% MPD/ 5% IP                                         
29% MPD/ 5% IP 
Prec. amorfo XX + sep. 
fases (2 puntos negros) 
MM42 
IIa/7                                    
0,4 mM 
G3A3T2C2TC                                          
0,2 mM 
2:1 
0,25 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2; 2,5% 
MPD; 25 mM 
NaCac, pH 6 
A1 
17% MPD                                         
36% MPD 
Gota turbia + 2 
protuberancias 
MM43 
IIa/7                                    
0,2 mM 
G3A3T2C2TC                                          
0,2 mM 
1:1 
0,25 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2; 2,5% 
MPD; 25 mM 
NaCac, pH 6 
A1 
19% MPD                                         
∼ 50,3% MPD 
Prec. cristalino + sep. 
fases 
Pág. 134  Memoria 
 






IIa/7                                    
0,2 mM 
G3A3T2C2TC                                          
0,2 mM 
1:1 
0,25 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2; 2,5% 
MPD; 25 mM 
NaCac, pH 6 
A1 
19% MPD                                         
36% MPD 
Turbia + protuberancia + 
prec. amorfo en un borde 
MM44R 
IIa/7                                    
0,2 mM 
G3A3T2C2TC                                          
0,2 mM 
1:1 
0,25 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2; 2,5% 
MPD; 25 mM 
NaCac, pH 6 
A1 
19% MPD                                         




IIa/7                                    
0,2 mM 
G3A3T2C2TC                                          
0,2 mM 
1:1 
0,25 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2; 2,5% 
MPD; 25 mM 
NaCac, pH 6 
A1 
19% MPD                                         
∼ 46,3% MPD 
Prec. cristalino compacto 
MM45R 
IIa/7                                    
0,2 mM 
G3A3T2C2TC                                          
0,2 mM 
1:1 
0,25 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2; 2,5% 
MPD; 25 mM 
NaCac, pH 6 
A1 
19% MPD                                         
∼ 50,3% MPD 




IIa/7                                    
0,2 mM 
G3A3T2C2TC                                          
0,2 mM 
1:1 
0,25 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2; 2,5% 
MPD; 25 mM 
NaCac, pH 6 
A1 
19% MPD                                         
∼ 40,5% MPD 
Sep. fases 
MM46 
IIa/7                                    
0,1 mM 
G3A3T2C2TC                                          
0,2 mM 
1:2 
0,25 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2; 2,5% 
MPD; 25 mM 
NaCac, pH 6 
A1 
19% MPD                                         
∼ 42,7% MPD 
Prec. cristalino + sep. 
fases 
MM47 
IIa/7                                    
0,4 mM 
G3A3T2C2TC                                          
0,2 mM 
2:1 
0,25 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2; 
2,5% MPD; 25 
mM NaCac, pH 6 
A3 
17% MPD                                         
∼ 37,9% MPD 
Sep. fases 
MM48 
IIa/7                                    
0,2 mM 
G3A3T2C2TC                                          
0,2 mM 
1:1 
0,25 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2; 
2,5% MPD; 25 
mM NaCac, pH 6 
A3 
19% MPD                                         
∼ 40,3% MPD 
Prec. cristalino 
MM49 
IIa/7                                    
0,1 mM 
G3A3T2C2TC                                          
0,2 mM 
1:2 
0,25 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2; 
2,5% MPD; 25 
mM NaCac, pH 6 
A3 
19% MPD                                         
∼ 40,3% MPD 
Prec. cristalino 
MM50 
IIa/7                                    
0,4 mM 
G3A3T2C2TC                                          
0,2 mM 
2:1 
0,25 mM NiCl2, 
2,5 mM MgCl2;  
(-); 25 mM Tris 
HCl, pH 7,5 
A4 
17% MPD/ 5% IP                                         
20,5% MPD/ 5% 
IP 
Gota perdida por 
accidente 
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IIa/7                                    
0,2 mM 
G3A3T2C2TC                                          
0,2 mM 
1:1 
0,25 mM NiCl2, 
2,5 mM MgCl2;  
(-); 25 mM Tris 
HCl, pH 7,5 
A4 
19% MPD/ 5% IP                                         
39% MPD/ 5% IP 
Prec. amorfo + sep. fases 
MM52 
IIa/7                                    
0,1 mM 
G3A3T2C2TC                                          
0,2 mM 
1:2 
0,25 mM NiCl2, 
2,5 mM MgCl2;  
(-); 25 mM Tris 
HCl, pH 7,5 
A4 
19% MPD/ 5% IP                                         
36% MPD/ 5% IP 
Prec. amorfo  
MM53 
IIa/7                                    
0,4 mM 
G3A3T2C2TC                                          
0,2 mM 
2:1 
0,25 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2;   
(-); 25 mM Tris 
HCl, pH 7,5 
A5 
17% MPD/ 5% IP                                         
29% MPD/ 5% IP 
Precipitado en 
agrupaciones con punto 
en centro (brilla poco) + 
sep. fases 
MM54 
IIa/7                                    
0,2 mM 
G3A3T2C2TC                                          
0,2 mM 
1:1 
0,25 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2;   
(-); 25 mM Tris 
HCl, pH 7,5 
A5 
19% MPD/ 5% IP                                         
30% MPD/ 5% IP 
Sep. fases cristalina y 
grande (agrupaciones) 
MM55 
IIa/7                                    
0,1 mM 
G3A3T2C2TC                                          
0,2 mM 
1:2 
0,25 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2;   
(-); 25 mM Tris 
HCl, pH 7,5 
A5 
19% MPD/ 5% IP                                         
30% MPD/ 5% IP 
Sep. fases cristalina 
(agrupaciones grandes) 
brillan menos que MM54 
MM56 
IIa/7                                    
0,4 mM 
G3A3T2C2TC                                          
0,2 mM 
2:1 
0,25 mM NiCl2, 
20 mM MgCl2;   
(-); 25 mM Tris 
HCl, pH 7,5 
A6 
17% MPD/ 5% IP                                         
29% MPD/ 5% IP 
Prec. en agrupaciones + 
sep. fases 
MM57 
IIa/7                                    
0,2 mM 
G3A3T2C2TC                                          
0,2 mM 
1:1 
0,25 mM NiCl2, 
20 mM MgCl2;   
(-); 25 mM Tris 
HCl, pH 7,5 
A6 
19% MPD/ 5% IP                                         
28% MPD/ 5% IP 
Prec. amorfo XX + fibra 
MM58 
IIa/7                                    
0,1 mM 
G3A3T2C2TC                                          
0,2 mM 
1:2 
0,25 mM NiCl2, 
20 mM MgCl2;   
(-); 25 mM Tris 
HCl, pH 7,5 
A6 
19% MPD/ 5% IP                                         
28% MPD/ 5% IP 
Prec. amorfo XX + sep. 
fases 
Tabla B-2. Condiciones de las gotas de la serie de ensayos con oligonucleótido G3A3T2C2TC y 
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B.2.2.3. Secuencia G3A3T2C2TC con péptido KRPRGRPKGSKNKGAA (IIb/16a) 
Cps. 













Inicio                                           
Final 
MM59 
IIb/16a                                   
0,4 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
2:1 
0,025 mM NiCl2, 
20 mM MgCl2; 
2,5% MPD; 25 
mM NaCac, pH 6 
Nº 15 




IIb/16a                                   
0,2 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
1:1 
0,025 mM NiCl2, 
20 mM MgCl2; 
2,5% MPD; 25 
mM NaCac, pH 6 
Nº 15 
19% MPD                                           




IIb/16a                                   
0,1 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
1:2 
0,025 mM NiCl2, 
20 mM MgCl2; 
2,5% MPD; 25 
mM NaCac, pH 6 
Nº 15 
19% MPD                                           
∼ 36,9% MPD 
Prec. cristalino 
MM62 
IIb/16a                                   
0,4 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
2:1 
0,25 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2; 2,5% 
IP; 25 mM Tris 
HCl, pH 7,5 
Nº 42 
17% MPD/ 5% IP                                         
41,5% MPD/ 5% 
IP 
Cristales en forma de erizo 
MM63 
IIb/16a                                   
0,2 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
1:1 
0,25 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2; 2,5% 
IP; 25 mM Tris 
HCl, pH 7,5 
Nº 42 
19% MPD/ 5% IP                                         
38% MPD/ 5% IP 
Prec. cristalino (esferas 
con punto interior) 
MM64 
IIb/16a                                   
0,1 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
1:2 
0,25 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2; 2,5% 
IP; 25 mM Tris 
HCl, pH 7,5 
Nº 42 
19% MPD/ 5% IP                                         
38% MPD/ 5% IP 
Prec. amorfo + prec. 
cristalino (esferas con 
punto interior) + sep. fases 
MM64
bis 
IIb/16a                                   
0,1 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
1:2 
0,025 mM NiCl2, 
5 mM MgCl2; 
2,5% IP; 25 mM 
Tris HCl, pH 7,5 
Nº 42 
19% MPD/ 5% IP                                         
39,5% MPD/ 5% 
IP 
Prec. cristalino (esferas 
con punto interior) 
MM65 
IIb/16a                                   
0,4 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
2:1 
0,25 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2, 25 
mM (NH4)Ac; 5% 
MPD; 25 mM Tris 
HCl, pH 7,5 
Nº 43 
17% MPD                                         
∼ 41,8% MPD 
2 acumulaciones de 
precipitado cristalino 
compacto con alguna 
punta bonita 
MM66 
IIb/16a                                   
0,2 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
1:1 
0,25 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2, 25 
mM (NH4)Ac; 5% 
MPD; 25 mM Tris 
HCl, pH 7,5 
Nº 43 
19% MPD                                         
∼ 39% MPD 
22 bolitas de precipitado 
cristalino compacto. 
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IIb/16a                                   
0,1 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
1:2 
0,25 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2, 25 
mM (NH4)Ac; 5% 
MPD; 25 mM Tris 
HCl, pH 7,5 
Nº 43 
19% MPD                                         
∼ 38,4% MPD 
Prec. cristalino (esferas 
con punto interior) 
MM68 
IIb/16a                                   
0,4 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
2:1 
0,25 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2; 
7,5% IP; 25 mM 
MES, pH 6 
Nº 7 
17% MPD/ 5% IP                                         
39,5% MPD/ 5% 
IP 
Algunos cristales muy 
pequeños, unos en forma 
rómbica, otros más 
alargados. Brillan. 
MM69 
IIb/16a                                   
0,2 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
1:1 
0,25 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2; 
7,5% IP; 25 mM 
MES, pH 6 
Nº 7 
19% MPD/ 5% IP                                         
29% MPD/ 5% IP 
Prec. amorfo + sep. fases 
MM70 
IIb/16a                                   
0,1 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
1:2 
0,25 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2; 
7,5% IP; 25 mM 
MES, pH 6 
Nº 7 
19% MPD/ 5% IP                                         
28% MPD/ 5% IP 
Prec. amorfo + sep. fases 
MM71 
IIb/16a                                   
0,4 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
2:1 
0,25 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2; 2,5% 
MPD; 25 mM 
NaCac, pH 6 
A1 




IIb/16a                                   
0,2 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
1:1 
0,25 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2; 2,5% 
MPD; 25 mM 
NaCac, pH 6 
A1 
19% MPD                                         




IIb/16a                                   
0,2 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
1:1 
0,25 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2; 2,5% 
MPD; 25 mM 
NaCac, pH 6 
A1 
19% MPD                                         
∼ 47,8% MPD 
Prec. cristalino compacto 
MM74
R 
IIb/16a                                   
0,2 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
1:1 
0,25 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2; 2,5% 
MPD; 25 mM 
NaCac, pH 6 
A1 
19% MPD                                         
∼ 47,8% MPD 
Prec. cristalino compacto 
MM75 
IIb/16a                                   
0,1 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
1:2 
0,25 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2; 2,5% 
MPD; 25 mM 
NaCac, pH 6 
A1 
19% MPD                                         
∼ 46,3% MPD 
Pequeñas esferas 
cristalinas con punto 
interior + fibra 
MM76 
IIb/16a                                   
0,4 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
2:1 
0,25 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2; 
2,5% MPD; 25 
mM NaCac, pH 6 
A3 
17% MPD                                         
∼ 44,5% MPD 
2 cristales en forma de 
erizo 
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IIb/16a                                   
0,4 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
2:1 
0,25 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2; 
2,5% MPD; 25 
mM NaCac, pH 6 
A3 
17% MPD                                         
∼ 49,8% MPD 
Algunos punto cristalinos 
+ fibra 
MM77 
IIb/16a                                   
0,2 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
1:1 
0,25 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2; 
2,5% MPD; 25 
mM NaCac, pH 6 
A3 
19% MPD                                         
28% MPD 
Gota perdida por 
accidente 
MM78 
IIb/16a                                   
0,1 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
1:2 
0,25 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2; 
2,5% MPD; 25 
mM NaCac, pH 6 
A3 
19% MPD                                         
∼ 40,2% MPD 
11 esferas cristalinas con 
punto interior 
MM79 
IIb/16a                                   
0,4 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
2:1 
0,025 mM NiCl2, 
2,5 mM MgCl2;   
(-); 25 mM Tris 
HCl, pH 7,5 
A4 
17% MPD/ 5% IP                                         
40% MPD/ 5% IP 
Prec. cristalino en forma 
de esferas pequeñas 
MM80 
IIb/16a                                   
0,2 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
1:1 
0,025 mM NiCl2, 
2,5 mM MgCl2;   
(-); 25 mM Tris 
HCl, pH 7,5 
A4 
19% MPD/ 5% IP                                         
40,5% MPD/ 5% 
IP 
Prec. cristalino en forma 
de esferas pequeñas 
MM81 
IIb/16a                                   
0,1 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
1:2 
0,025 mM NiCl2, 
2,5 mM MgCl2;   
(-); 25 mM Tris 
HCl, pH 7,5 
A4 
19% MPD/ 5% IP                                         
40% MPD/ 5% IP 
Prec. amorfo 
MM82 
IIb/16a                                   
0,4 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
2:1 
0,025 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2; (-); 
25 mM Tris HCl, 
pH 7,5 
A5 
17% MPD/ 5% IP                                         
39% MPD/ 5% IP 
Cruz de varitas pequeña + 
contaminación central 
MM83 
IIb/16a                                   
0,2 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
1:1 
0,025 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2; (-); 
25 mM Tris HCl, 
pH 7,5 
A5 
19% MPD/ 5% IP                                         




IIb/16a                                   
0,1 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
1:2 
0,025 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2; (-); 
25 mM Tris HCl, 
pH 7,5 
A5 
19% MPD/ 5% IP                                         




IIb/16a                                   
0,4 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
2:1 
0,025 mM NiCl2, 
20 mM MgCl2; (-); 
25 mM Tris HCl, 
pH 7,5 
A6 
17% MPD/ 5% IP                                         
40% MPD/ 5% IP 
8 esferulitas cristalinas 
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IIb/16a                                   
0,2 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
1:1 
0,025 mM NiCl2, 
20 mM MgCl2; (-); 
25 mM Tris HCl, 
pH 7,5 
A6 
19% MPD/ 5% IP                                         
35,5% MPD/ 5% 
IP 
∼ 20 acumulaciones de 
prec. cristalino 
MM87 
IIb/16a                                   
0,1 mM 
G3A3T2C2TC                                   
0,2 mM 
1:2 
0,025 mM NiCl2, 
20 mM MgCl2; (-); 
25 mM Tris HCl, 
pH 7,5 
A6 
19% MPD/ 5% IP                                         
34% MPD/ 5% IP 
Sep. fases cristalina 
Tabla B-3. Condiciones de las gotas de la serie de ensayos con oligonucleótido G3A3T2C2TC y 
péptido KRPRGRPKGSKNKGAA (IIb/16a). 
B.2.3. Ensayos con péptidos y oligonucleótido CGT2A2T2A2CG 
B.2.3.1. Secuencia CGT2A2T2A2CG con péptido KRGRGRPRK (I/9a) 
Cps. 













Inicio                                           
Final 
MM88 
I/9a                                  
0,4 mM 
CGT2A2T2A2CG                                         
0,2 mM 
2:1 
0,025 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2; 
7,5% IP; 25 mM 
MES, pH 6 
Nº 7 
17% MPD/ 5% IP                                        
∼ 34,1% MPD 
Varitas con puntas 
redondas y sin brillo 
suficiente 
MM89 
I/9a                                  
0,4 mM 
CGT2A2T2A2CG                                         
0,2 mM 
2:1 
0,025 mM NiCl2, 
20 mM MgCl2; 
2,5% MPD; 25 
mM NaCac, pH 6 
Nº 15 
17% MPD                                           
29% MPD 
Exceso de minivaritas 
MM90 
I/9a                                  
0,4 mM 
CGT2A2T2A2CG                                         
0,2 mM 
2:1 
0,025 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2; 2,5% 
IP; 25 mM Tris 
HCl, pH 7,5 
Nº 42 
17% MPD/ 5% IP                                        
∼ 47,2% MPD 
Prec. cristalino 
MM91 
I/9a                                  
0,4 mM 
CGT2A2T2A2CG                                         
0,2 mM 
2:1 
0,025 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2, 25 
mM (NH4)Ac; 5% 
MPD; 25 mM Tris 
HCl, pH 7,5 
Nº 43 
17% MPD                                         
∼ 30,5% MPD 
Bastantes miniagujas 
MM92 
I/9a                                  
0,4 mM 
CGT2A2T2A2CG                                         
0,2 mM 
2:1 
0,025 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2; 2,5% 
MPD; 25 mM 
NaCac, pH 6 
A1 
17% MPD                                         
∼ 54,9% MPD 
Exceso de minivaritas 
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I/9a                                  
0,4 mM 
CGT2A2T2A2CG                                         
0,2 mM 
2:1 
0,025 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2; 2,5% 
MPD; 25 mM 
NaCac, pH 6 
A1 
17% MPD                                         
∼ 44,4% MPD 
Varitas con puntas 
afilándose 
MM94R 
I/9a                                  
0,4 mM 
CGT2A2T2A2CG                                         
0,2 mM 
2:1 
0,025 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2; 2,5% 
MPD; 25 mM 
NaCac, pH 6 
A1 
17% MPD                                         
53% MPD 
Exceso de minivaritas 
MM95 
I/9a                                  
0,4 mM 
CGT2A2T2A2CG                                         
0,2 mM 
2:1 
0,025 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2; 
2,5% MPD; 25 
mM NaCac, pH 6 
A3 
17% MPD                                         
∼ 34,6% MPD 
Varitas con brillo 
insuficiente. A ∼ 32,1% 
y ∼ 35,6% MPD se 
pescan 2 y 4 varitas, 
respectivamente.  
MM96R 
I/9a                                  
0,4 mM 
CGT2A2T2A2CG                                         
0,2 mM 
2:1 
0,025 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2; 
2,5% MPD; 25 
mM NaCac, pH 6 
A3 
17% MPD                                         
∼ 37,7% MPD 
Varitas en crecimiento 
MM97R 
I/9a                                  
0,4 mM 
CGT2A2T2A2CG                                         
0,2 mM 
2:1 
0,025 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2; 
2,5% MPD; 25 
mM NaCac, pH 6 
A3 
17% MPD                                         
51% MPD 
Varitas en crecimiento 
MM128 
I/9a                                  
0,8 mM 
CGT2A2T2A2CG                                         
0,2 mM 
4:1 
0,025 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2; 
7,5% IP; 25 mM 
MES, pH 6 
Nº 7 
17% MPD/ 5% IP                                        
∼ 33% MPD 
Prec. cristalino + varitas 
en crecimiento 
MM129 
I/9a                                  
0,8 mM 
CGT2A2T2A2CG                                         
0,2 mM 
4:1 
0,025 mM NiCl2, 
20 mM MgCl2; 
2,5% MPD; 25 
mM NaCac, pH 6 
Nº 15 
17% MPD                                           
∼ 36,2% MPD 
Varitas en crecimiento 
MM130 
I/9a                                  
0,8 mM 
CGT2A2T2A2CG                                         
0,2 mM 
4:1 
0,025 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2; 2,5% 
IP; 25 mM Tris 
HCl, pH 7,5 
Nº 42 
17% MPD/ 5% IP                                        
∼ 42,9% MPD 
Prec. amorfo + sep. 
fases 
MM131 
I/9a                                  
0,8 mM 
CGT2A2T2A2CG                                         
0,2 mM 
4:1 
0,025 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2, 25 
mM (NH4)Ac; 5% 
MPD; 25 mM Tris 
HCl, pH 7,5 
Nº 43 
17% MPD                                         
23% MPD 
Gota clara (después de 
fundir las minivaritas 
que había) 
MM132 
I/9a                                  
0,8 mM 
CGT2A2T2A2CG                                         
0,2 mM 
4:1 
0,025 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2; 2,5% 
MPD; 25 mM 
NaCac, pH 6 
A1 
17% MPD                                         
23% MPD 
Gota clara (después de 
fundir las varitas que 
había) 
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I/9a                                  
0,8 mM 
CGT2A2T2A2CG                                         
0,2 mM 
4:1 
0,025 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2; 2,5% 
MPD; 25 mM 
NaCac, pH 6 
A1 
17% MPD                                         
23% MPD 
Gota clara (después de 




I/9a                                  
0,8 mM 
CGT2A2T2A2CG                                         
0,2 mM 
4:1 
0,025 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2; 2,5% 
MPD; 25 mM 
NaCac, pH 6 
A1 
17% MPD                                         





I/9a                                  
0,8 mM 
CGT2A2T2A2CG                                         
0,2 mM 
4:1 
0,025 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2; 
2,5% MPD; 25 
mM NaCac, pH 6 
A3 
17% MPD                                         
∼ 37,6% MPD 
Varitas en crecimiento 
MM136
R 
I/9a                                  
0,8 mM 
CGT2A2T2A2CG                                         
0,2 mM 
4:1 
0,025 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2; 
2,5% MPD; 25 
mM NaCac, pH 6 
A3 
17% MPD                                         
26% MPD 
Gota clara (después de 




I/9a                                  
0,8 mM 
CGT2A2T2A2CG                                         
0,2 mM 
4:1 
0,025 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2; 
2,5% MPD; 25 
mM NaCac, pH 6 
A3 
17% MPD                                         
∼ 37,1% MPD 
Varitas en crecimiento 
Tabla B-4. Condiciones de las gotas de la serie de ensayos con oligonucleótido CGT2A2T2A2CG y 
péptido KRGRGRPRK (I/9a). Las gotas de las que se han extraído cristales se muestran marcadas en 
azul. 
B.2.3.2. Secuencia CGT2A2T2A2CG con péptido KRPRGRPKGSKNKGAA (IIb/16a) 
Cps. 













Inicio                                           
Final 
MM98 
IIb/16a                                   
0,4 mM 
CGT2A2T2A2CG                                     
0,2 mM 
2:1 
0,025 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2; 
7,5% IP; 25 mM 
MES, pH 6 
Nº 7 
17% MPD/ 5% IP                                        
50% MPD/ 5% IP 
Exceso de miniagujas en 
crecimiento 
MM99 
IIb/16a                                   
0,4 mM 
CGT2A2T2A2CG                                     
0,2 mM 
2:1 
0,025 mM NiCl2, 
20 mM MgCl2; 
2,5% MPD; 25 
mM NaCac, pH 6 
Nº 15 
17% MPD                                           
23% MPD 
Gota clara (después de 
fundir las varitas que 
había) 
MM100 
IIb/16a                                   
0,4 mM 
CGT2A2T2A2CG                                     
0,2 mM 
2:1 
0,025 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2; 2,5% 
IP; 25 mM Tris 
HCl, pH 7,5 
Nº 42 
17% MPD/ 5% IP                                        
∼ 48% MPD 
Prec. cristalino 
compacto 
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IIb/16a                                   
0,4 mM 
CGT2A2T2A2CG                                     
0,2 mM 
2:1 
0,025 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2, 25 mM 
(NH4)Ac; 5% 
MPD; 25 mM Tris 
HCl, pH 7,5 
Nº 43 
17% MPD                                         
20% MPD 
Gota clara (después de 
fundir las varitas que 
había). A 23% MPD se 
congela 1 varita 
MM102 
IIb/16a                                   
0,4 mM 
CGT2A2T2A2CG                                     
0,2 mM 
2:1 
0,025 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2; 2,5% 
MPD; 25 mM 
NaCac, pH 6 
A1 
17% MPD                                         
∼ 45,7% MPD 
Varitas feas, puntas 
afilándose. A ∼ 45% 
MPD se congela 1 varita 
MM103
R 
IIb/16a                                   
0,4 mM 
CGT2A2T2A2CG                                     
0,2 mM 
2:1 
0,025 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2; 2,5% 
MPD; 25 mM 
NaCac, pH 6 
A1 
17% MPD                                         





IIb/16a                                   
0,4 mM 
CGT2A2T2A2CG                                     
0,2 mM 
2:1 
0,025 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2; 2,5% 
MPD; 25 mM 
NaCac, pH 6 
A1 
17% MPD                                         
∼ 46,1% MPD 
Varitas pequeñas 
MM105 
IIb/16a                                   
0,4 mM 
CGT2A2T2A2CG                                     
0,2 mM 
2:1 
0,025 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2; 
2,5% MPD; 25 
mM NaCac, pH 6 
A3 
17% MPD                                         
∼ 37,6% MPD 
Prec. cristalino después 
de fundir. A ∼ 39,2% y ∼ 
40,9% MPD se congelan 




IIb/16a                                   
0,4 mM 
CGT2A2T2A2CG                                     
0,2 mM 
2:1 
0,025 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2; 
2,5% MPD; 25 
mM NaCac, pH 6 
A3 
17% MPD                                         
∼ 37,6% MPD 
Muchas miniagujas 
después de fundir. A ∼ 




IIb/16a                                   
0,4 mM 
CGT2A2T2A2CG                                     
0,2 mM 
2:1 
0,025 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2; 
2,5% MPD; 25 
mM NaCac, pH 6 
A3 
17% MPD                                         
∼ 41,3% MPD 
Varitas degradadas. A ∼ 
40,7%, ∼ 42,4% y ∼ 
39,1% MPD se congelan 
2, 1 y 2 varitas, 
respectivamente 
MM138 
IIb/16a                                 
0,8 mM 
CGT2A2T2A2CG                                       
0,2 mM 
4:1 
0,025 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2; 
7,5% IP; 25 mM 
MES, pH 6 
Nº 7 
17% MPD/ 5% IP                                        
∼ 30,7% MPD 
Varitas degradadas. A ∼ 
29,2% MPD se congelan 
3 varitas 
MM139 
IIb/16a                                 
0,8 mM 
CGT2A2T2A2CG                                       
0,2 mM 
4:1 
0,025 mM NiCl2, 
20 mM MgCl2; 
2,5% MPD; 25 
mM NaCac, pH 6 
Nº 15 
17% MPD                                           
∼ 28,2% MPD 
Agujas en crecimiento 
MM140 
IIb/16a                                 
0,8 mM 
CGT2A2T2A2CG                                       
0,2 mM 
4:1 
0,025 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2; 2,5% 
IP; 25 mM Tris 
HCl, pH 7,5 
Nº 42 
17% MPD/ 5% IP                                        
∼ 42,9% MPD 
Minivaritas en
crecimiento 
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IIb/16a                                 
0,8 mM 
CGT2A2T2A2CG                                       
0,2 mM 
4:1 
0,025 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2, 25 mM 
(NH4)Ac; 5% 
MPD; 25 mM Tris 
HCl, pH 7,5 
Nº 43 
17% MPD                                         
19% MPD 
Gota perdida por 
accidente 
MM142 
IIb/16a                                 
0,8 mM 
CGT2A2T2A2CG                                       
0,2 mM 
4:1 
0,025 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2; 2,5% 
MPD; 25 mM 
NaCac, pH 6 
A1 
17% MPD                                         
∼ 39,7% MPD 
Varitas en crecimiento 
MM143
R 
IIb/16a                                 
0,8 mM 
CGT2A2T2A2CG                                       
0,2 mM 
4:1 
0,025 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2; 2,5% 
MPD; 25 mM 
NaCac, pH 6 
A1 
17% MPD                                         
∼ 30,5% MPD 
Varitas en crecimiento 
MM144
R 
IIb/16a                                 
0,8 mM 
CGT2A2T2A2CG                                       
0,2 mM 
4:1 
0,025 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2; 2,5% 
MPD; 25 mM 
NaCac, pH 6 
A1 
17% MPD                                         
30% MPD 
Gota clara (después de 
fundir las varitas que 
había) 
MM145 
IIb/16a                                 
0,8 mM 
CGT2A2T2A2CG                                       
0,2 mM 
4:1 
0,025 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2; 
2,5% MPD; 25 
mM NaCac, pH 6 
A3 
17% MPD                                         
∼ 26,9% MPD 




IIb/16a                                 
0,8 mM 
CGT2A2T2A2CG                                       
0,2 mM 
4:1 
0,025 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2; 
2,5% MPD; 25 
mM NaCac, pH 6 
A3 
17% MPD                                         
∼ 30,4% MPD 




IIb/16a                                 
0,8 mM 
CGT2A2T2A2CG                                       
0,2 mM 
4:1 
0,025 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2; 
2,5% MPD; 25 
mM NaCac, pH 6 
A3 
17% MPD                                         
∼ 29,4% MPD 
Varitas en forma de 
estrella en un borde + 1 
varita en el centro en 
crecimiento 
Tabla B-5. Condiciones de las gotas de la serie de ensayos con oligonucleótido CGT2A2T2A2CG y 
péptido KRPRGRPKGSKNKGAA (IIb/16a). Las gotas de las que se han extraído cristales se 
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B.2.3.3. Secuencia CGT2A2T2A2CG con péptido RKPRGRPKK (III/9b) 
Cps. 













Inicio                                           
Final 
MM108 
III/9b                                  
0,4 mM 
CGT2A2T2A2CG                                        
0,2 mM 
2:1 
0,025 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2; 
7,5% IP; 25 mM 
MES, pH 6 
Nº 7 
17% MPD/ 5% IP                                        
20% MPD/ 5% IP 
Gota clara (después de 
fundir las miniagujas 
que había) 
MM109 
III/9b                                  
0,4 mM 
CGT2A2T2A2CG                                        
0,2 mM 
2:1 
0,025 mM NiCl2, 
20 mM MgCl2; 
2,5% MPD; 25 
mM NaCac, pH 6 
Nº 15 
17% MPD                                           
22% MPD 
Intentando fundir el 
exceso de miniagujas. A 
∼ 27,7% MPD se 
congelan 2 varitas. 
MM110 
III/9b                                  
0,4 mM 
CGT2A2T2A2CG                                        
0,2 mM 
2:1 
0,025 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2; 2,5% 
IP; 25 mM Tris 
HCl, pH 7,5 
Nº 42 
17% MPD/ 5% IP                                        




III/9b                                  
0,4 mM 
CGT2A2T2A2CG                                        
0,2 mM 
2:1 
0,025 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2, 25 
mM (NH4)Ac; 5% 
MPD; 25 mM Tris 
HCl, pH 7,5 
Nº 43 
17% MPD                                         
26% MPD 
Gota clara (después de 
fundir las miniagujas 
que había) 
MM112 
III/9b                                  
0,4 mM 
CGT2A2T2A2CG                                        
0,2 mM 
2:1 
0,025 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2; 2,5% 
MPD; 25 mM 
NaCac, pH 6 
A1 
17% MPD                                         
∼ 50,9% MPD 
Prec. cristalino en un 
borde + varitas en 
crecimiento en el centro 
MM113
R 
III/9b                                  
0,4 mM 
CGT2A2T2A2CG                                        
0,2 mM 
2:1 
0,025 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2; 2,5% 
MPD; 25 mM 
NaCac, pH 6 
A1 
17% MPD                                         





III/9b                                  
0,4 mM 
CGT2A2T2A2CG                                        
0,2 mM 
2:1 
0,025 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2; 2,5% 
MPD; 25 mM 
NaCac, pH 6 
A1 
17% MPD                                         
∼ 51,3% MPD 
Varitas en crecimiento 
MM115 
III/9b                                  
0,4 mM 
CGT2A2T2A2CG                                        
0,2 mM 
2:1 
0,025 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2; 
2,5% MPD; 25 
mM NaCac, pH 6 
A3 
17% MPD                                         
∼ 36,5% MPD 
Exceso de varitas 
MM116
R 
III/9b                                  
0,4 mM 
CGT2A2T2A2CG                                        
0,2 mM 
2:1 
0,025 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2; 
2,5% MPD; 25 
mM NaCac, pH 6 
A3 
17% MPD                                         
∼ 48,2% MPD 
Miniagujas en
crecimiento 
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III/9b                                  
0,4 mM 
CGT2A2T2A2CG                                        
0,2 mM 
2:1 
0,025 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2; 
2,5% MPD; 25 
mM NaCac, pH 6 
A3 
17% MPD                                         





III/9b                                 
0,8 mM 
CGT2A2T2A2CG                                         
0,2 mM 
4:1 
0,025 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2; 2,5% 
MPD; 25 mM 
NaCac, pH 6 
A1 
22% MPD                                         





III/9b                                 
0,8 mM 
CGT2A2T2A2CG                                         
0,2 mM 
4:1 
0,025 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2; 2,5% 
MPD; 25 mM 
NaCac, pH 6 
A1 
22% MPD                                         





III/9b                                 
0,8 mM 
CGT2A2T2A2CG                                         
0,2 mM 
4:1 
0,025 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2; 2,5% 
MPD; 25 mM 
NaCac, pH 6 
A1 
22% MPD                                         
∼ 34,8% MPD 




III/9b                                 
0,8 mM 
CGT2A2T2A2CG                                         
0,2 mM 
4:1 
0,025 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2; 
2,5% MPD; 25 
mM NaCac, pH 6 
A3 
22% MPD                                         





III/9b                                 
0,8 mM 
CGT2A2T2A2CG                                         
0,2 mM 
4:1 
0,025 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2; 
2,5% MPD; 25 
mM NaCac, pH 6 
A3 
22% MPD                                         





III/9b                                 
0,8 mM 
CGT2A2T2A2CG                                         
0,2 mM 
4:1 
0,025 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2; 
2,5% MPD; 25 
mM NaCac, pH 6 
A3 
22% MPD                                         
∼ 34% MPD 
Minivaritas en
crecimiento 
Tabla B-6. Condiciones de las gotas de la serie de ensayos con oligonucleótido CGT2A2T2A2CG y 
péptido RKPRGRPKK (III/9b). Las gotas de las que se han extraído cristales se muestran marcadas 
en azul. 
B.2.3.4. Secuencia CGT2A2T2A2CG con péptido KRPRGRP (IIa/7) 
Cps. 













Inicio                                           
Final 
MM118 
IIa/7                                  
0,4 mM 
CGT2A2T2A2CG                                        
0,2 mM 
2:1 
0,025 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2; 
7,5% IP; 25 mM 
MES, pH 6 
Nº 7 
17% MPD/ 5% IP                                        
∼ 29,8% MPD 
Exceso de varitas
pequeñas 
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IIa/7                                  
0,4 mM 
CGT2A2T2A2CG                                        
0,2 mM 
2:1 
0,025 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2; 7% IP; 
25 mM MES, pH 6 
Nº 7 
modif. 
20% MPD/ 5% IP                                        
∼ 31,7% MPD 
Sembrado de la gota 
MM118. Muchas varitas 
en crecimiento 
MM119 
IIa/7                                  
0,4 mM 
CGT2A2T2A2CG                                        
0,2 mM 
2:1 
0,025 mM NiCl2, 
20 mM MgCl2; 
2,5% MPD; 25 
mM NaCac, pH 6 
Nº 15 
17% MPD                                         
∼ 30,4% MPD 
6 varitas creciendo 
después de fundir las 
anteriores. A ∼ 28,7% y 
∼ 30,5% MPD, se 
congelan 1 y 1 varita, 
respectivamente 
MM120 
IIa/7                                  
0,4 mM 
CGT2A2T2A2CG                                        
0,2 mM 
2:1 
0,025 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2; 2,5% 
IP; 25 mM Tris 
HCl, pH 7,5 
Nº 42 
17% MPD/ 5% IP                                        





IIa/7                                  
0,4 mM 
CGT2A2T2A2CG                                        
0,2 mM 
2:1 
0,025 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2, 25 mM 
(NH4)Ac; 5% 
MPD; 25 mM Tris 
HCl, pH 7,5 
Nº 43 
17% MPD                                         
∼ 33,4% MPD 
Muchas miniagujas 
MM122 
IIa/7                                  
0,4 mM 
CGT2A2T2A2CG                                        
0,2 mM 
2:1 
0,025 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2; 2,5% 
MPD; 25 mM 
NaCac, pH 6 
A1 
17% MPD                                         





IIa/7                                  
0,4 mM 
CGT2A2T2A2CG                                        
0,2 mM 
2:1 
0,025 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2; 2,5% 
MPD; 25 mM 
NaCac, pH 6 
A1 
17% MPD                                         







IIa/7                                  
0,4 mM 
CGT2A2T2A2CG                                        
0,2 mM 
2:1 
0,025 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2; 2,5% 
MPD; 25 mM 
NaCac, pH 6 
A1 
17% MPD                                         
∼ 48,2% MPD 
Prec. cristalino 
MM125 
IIa/7                                  
0,4 mM 
CGT2A2T2A2CG                                        
0,2 mM 
2:1 
0,025 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2; 
2,5% MPD; 25 
mM NaCac, pH 6 
A3 
17% MPD                                         





IIa/7                                  
0,4 mM 
CGT2A2T2A2CG                                        
0,2 mM 
2:1 
0,025 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2; 
2,5% MPD; 25 
mM NaCac, pH 6 
A3 
17% MPD                                         
30% MPD 
Gota clara (después de 




IIa/7                                  
0,4 mM 
CGT2A2T2A2CG                                        
0,2 mM 
2:1 
0,025 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2; 
2,5% MPD; 25 
mM NaCac, pH 6 
A3 
17% MPD                                         
26% MPD 
Gota clara (después de 
fundir las varitas que 
había) 
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IIa/7                                 
0,8 mM 
CGT2A2T2A2CG                                         
0,2 mM 
4:1 
0,025 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2; 2,5% 
MPD; 25 mM 
NaCac, pH 6 
A1 
22% MPD                                         





IIa/7                                 
0,8 mM 
CGT2A2T2A2CG                                         
0,2 mM 
4:1 
0,025 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2; 2,5% 
MPD; 25 mM 
NaCac, pH 6 
A1 
22% MPD                                         





IIa/7                                 
0,8 mM 
CGT2A2T2A2CG                                         
0,2 mM 
4:1 
0,025 mM NiCl2, 5 
mM MgCl2; 2,5% 
MPD; 25 mM 
NaCac, pH 6 
A1 
22% MPD                                         





IIa/7                                 
0,8 mM 
CGT2A2T2A2CG                                         
0,2 mM 
4:1 
0,025 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2; 
2,5% MPD; 25 
mM NaCac, pH 6 
A3 
22% MPD                                         





IIa/7                                 
0,8 mM 
CGT2A2T2A2CG                                         
0,2 mM 
4:1 
0,025 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2; 
2,5% MPD; 25 
mM NaCac, pH 6 
A3 
22% MPD                                         
∼ 33,6% MPD 
Varitas en crecimiento 
MM169
R 
IIa/7                                 
0,8 mM 
CGT2A2T2A2CG                                         
0,2 mM 
4:1 
0,025 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2; 
2,5% MPD; 25 
mM NaCac, pH 6 
A3 
22% MPD                                         
∼ 34,7% MPD 
Miniagujas por toda la 
gota 
Tabla B-7. Condiciones de las gotas de la serie de ensayos con oligonucleótido CGT2A2T2A2CG y 
péptido KRPRGRP (IIa/7). Las gotas de las que se han extraído cristales se muestran marcadas en 
azul. 
B.2.4. Ensayos con DAPI y oligonucleótidos 
B.2.4.1. Secuencia C(AT)4G con DAPI 
Cps. 
Condiciones en la gota 
Condiciones 
en el pozo 
Observaciones 
Droga Oligo 






Inicio                                           
Final 
MD1 
DAPI                                  
0,3 mM 
C(AT)4G                              
0,3 mM 
1:1 
10 mM MgCl2; 
15% MPD; 20 




40% MPD                       
∼ 37,5% MPD 
Después de fundir las agujas 
anteriores, aparecen nuevas 
macladas 
MD2 
DAPI                                  
0,4 mM 
C(AT)4G                              
0,23 mM 
2:1 
10 mM MgCl2; 
15% MPD; 20 




40% MPD                       
∼ 40,5% MPD 
Se intentan fundir las dos 
agujas macladas que hay 
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Cps. Condiciones en la gota 
Condiciones 
en el pozo 
Observaciones 
MD3 
DAPI                                  
0,68 mM 
C(AT)4G                              
0,17 mM 
4:1 
10 mM MgCl2; (-); 




40% MPD                       
25% MPD 
Después de fundir las agujas 
macladas anteriores, 
aparecen acumulaciones 
cristalinas dispersas por la 
gota 
MD4 
DAPI                                  
0,3 mM 
C(AT)4G                              
0,3 mM 
1:1 
10 mM MgCl2; 
15% MPD; 20 




40% MPD                       
∼ 35,5% MPD 
Después de fundir el exceso 
de minivaritas, sale una aguja 
grande que está en 
crecimiento 
MD5 
DAPI                                  
0,45 mM 
C(AT)4G                              
0,23 mM 
2:1 
10 mM MgCl2; 
15% MPD; 20 




40% MPD                       
∼ 41,8% MPD 
∼ 17 agujas macladas 
MD6 
DAPI                                  
0,68 mM 
C(AT)4G                              
0,17 mM 
4:1 
10 mM MgCl2; (-); 




40% MPD                       
15% MPD 
Se intentan fundir el exceso 
de miniagujas que hay 
MD9 
DAPI                                  
0,5 mM 
C(AT)4G                              
0,5 mM 
1:1 
0,025 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2; 
10% MPD; 20 




30% MPD                       
∼ 31,5% MPD 
Después de fundir las agujas 
macladas anteriores, 
aparecen más aunque una de 
ellas tiene un extremo 
aceptable 
MD10 
DAPI                                  
0,5 mM 
C(AT)4G                              
0,5 mM 
1:1 
1 mM NiCl2, 10 
mM MgCl2; 10% 
MPD; 20 mM 
NaCac, pH 6,5 
0,5 mM 
SPM 
30% MPD                       
∼ 36,8% MPD 
Prec. cristalino compacto 
MD11 
DAPI                                  
0,5 mM 
C(AT)4G                              
0,5 mM 
1:1 
2 mM NiCl2, 10 
mM MgCl2; 10% 
MPD; 20 mM 
NaCac, pH 6,5 
0,5 mM 
SPM 
30% MPD                       
25% MPD 
Se intenta fundir el prec. 




DAPI                                  
0,5 mM 
C(AT)4G                              
0,5 mM 
1:1 
0,5 mM NiCl2, 10 
mM MgCl2; 10% 
MPD; 20 mM 
NaCac, pH 6,5 
1 mM SPM 
30% MPD                       
∼ 37,7% MPD 
Una varita maclada 
MD12 
DAPI                                  
0,5 mM 
C(AT)4G                              
0,5 mM 
1:1 
0,025 mM NiCl2, 
30 mM MgCl2; 
10% MPD; 20 




30% MPD                       
∼ 43,9% MPD 
Varitas macladas  
MD13 
DAPI                                  
0,5 mM 
C(AT)4G                              
0,5 mM 
1:1 
0,025 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2; 
10% MPD; 20 
mM NaCac, pH 
6,5 
1 mM SPM 
30% MPD                       
∼ 26,5% MPD 
Después de fundir las agujas 





DAPI                                  
0,5 mM 
C(AT)4G                              
0,5 mM 
1:1 
0,025 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2; 
10% MPD; 20 
mM NaCac, pH 
6,5 
1 mM SPM 
20% MPD                       
∼ 29,6% MPD 
Varita gruesa pero maclada 
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Cps. Condiciones en la gota 
Condiciones 
en el pozo 
Observaciones 
MD14 
DAPI                                  
0,5 mM 
C(AT)4G                              
0,5 mM 
1:1 
0,025 mM NiCl2, 
30 mM MgCl2; 
10% MPD; 20 
mM NaCac, pH 
6,5 
1 mM SPM 
30% MPD                       
30% MPD 
Gota clara (después de fundir 
las agujas imperfectas que 
había) 
MD15 
DAPI                                  
0,8 mM 
C(AT)4G                              
0,2 mM 
4:1 
0,025 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2; 
10% MPD; 20 




30% MPD                       
∼ 38,3% MPD 
Prec. cristalino + cristal líquido 
MD16 
DAPI                                  
0,8 mM 
C(AT)4G                              
0,2 mM 
4:1 
0,025 mM NiCl2, 
30 mM MgCl2; 
10% MPD; 20 




30% MPD                       
∼ 43,3% MPD 
Prec. cristalino + cristal líquido 
cuadrado en un borde 
MD17 
DAPI                                  
0,8 mM 
C(AT)4G                              
0,2 mM 
4:1 
0,025 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2; 
10% MPD; 20 
mM NaCac, pH 
6,5 
1 mM SPM 
30% MPD                       
∼ 38,7% MPD 




DAPI                                  
0,6 mM 
C(AT)4G                              
0,3 mM 
2:1 
0,025 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2; 
10% MPD; 20 
mM NaCac, pH 
6,5 
1 mM SPM 
30% MPD                       
∼ 39,3% MPD 
Varitas en crecimiento. La 




DAPI                                  
0,6 mM 
C(AT)4G                              
0,3 mM 
2:1 
0,025 mM NiCl2, 
10 mM MgCl2; 
10% MPD; 20 
mM NaCac, pH 
6,5 
1 mM SPM 
20% MPD                       
∼ 26,3% MPD 
Varitas en crecimiento 
MD18 
DAPI                                  
0,8 mM 
C(AT)4G                              
0,2 mM 
4:1 
0,025 mM NiCl2, 
30 mM MgCl2; 
10% MPD; 20 
mM NaCac, pH 
6,5 
1 mM SPM 
30% MPD                       
18% MPD 
Se intentan fundir los núcleos 
compactos de precipitado 
cristalino 
Tabla B-8. Condiciones de las gotas de la serie de ensayos con oligonucleótido C(AT)4G y DAPI. 
B.2.4.2. Secuencia (AT)5 con DAPI 
Cps. 
Condiciones en la gota 
Condiciones 
en el pozo 
Observaciones 
Droga Oligo 






Inicio                                           
Final 
MD7 
DAPI                                  
0,11 mM 
(AT)5                           
0,32 mM 
1:3 
5 mM CaCl2; (-); 




20% MPD                       
∼ 27,5% MPD 
Sep. fases + acumulación de 
prec. cristalino compacto 
MD8 
DAPI                                  
0,11 mM 
(AT)5                           
0,32 mM 
1:3 
10 mM CaCl2; (-); 




20% MPD                       
∼ 27,5% MPD 
Sep. fases + acumulación de 
prec. cristalino compacto 
Pág. 150  Memoria 
 
Cps. Condiciones en la gota 
Condiciones 
en el pozo 
Observaciones 
MD19 
DAPI                                  
0,5 mM 
(AT)5                           
0,5 mM 
1:1 
10 mM MgCl2; 
10% MPD; 20 




30% MPD                       
∼ 36,2% MPD 





DAPI                                  
0,25 mM 
(AT)5                           
0,5 mM 
1:2 
10 mM MgCl2; 
10% MPD; 20 




25% MPD                       
18% MPD 
Se intenta fundir el prec. 
cristalino compacto 
MD20 
DAPI                                  
0,5 mM 
(AT)5                           
0,5 mM 
1:1 
30 mM MgCl2; 
10% MPD; 20 




30% MPD                       
∼ 41,3% MPD 
Prec. amorfo + prec. cristalino 
MD21 
DAPI                                  
0,5 mM 
(AT)5                           
0,5 mM 
1:1 
10 mM MgCl2; 
10% MPD; 20 
mM NaCac, pH 
6,5 
1 mM SPM  30% MPD                        





DAPI                                  
0,5 mM 
(AT)5                           
0,5 mM 
1:1 
10 mM MgCl2; 
10% MPD; 20 
mM NaCac, pH 
6,5 
4 mM SPM  30% MPD                        





DAPI                                  
0,25 mM 
(AT)5                           
0,5 mM 
1:2 
10 mM MgCl2; 
10% MPD; 20 
mM NaCac, pH 
6,5 




DAPI                                  
0,25 mM 
(AT)5                           
0,5 mM 
1:2 
10 mM MgCl2; 
10% MPD; 20 
mM NaCac, pH 
6,5 
2 mM SPM  
30% MPD                                         
18% MPD                   
Se intenta fundir el prec. 
cristalino compacto 
MD22 
DAPI                                  
0,5 mM 
(AT)5                           
0,5 mM 
1:1 
20 mM MgCl2; 
10% MPD; 20 
mM NaCac, pH 
6,5 
1 mM SPM  
30% MPD                                         
24% MPD                   





DAPI                                  
0,25 mM 
(AT)5                           
0,5 mM 
1:2 
30 mM MgCl2; 
10% MPD; 20 
mM NaCac, pH 
6,5 
1 mM SPM  
30% MPD                                         
18% MPD                   
Se intenta fundir el prec. 
cristalino compacto 
MD23 
DAPI                                  
0,8 mM 
(AT)5                           
0,2 mM 
4:1 
10 mM MgCl2; 
10% MPD; 20 




30% MPD                                        
∼ 32,6% MPD                   
Sep. fases 
MD24 
DAPI                                  
0,8 mM 
(AT)5                           
0,2 mM 
4:1 
30 mM MgCl2; 
10% MPD; 20 




30% MPD                                        





DAPI                                  
0,5 mM 
(AT)5                           
1 mM 
1:2 
30 mM MgCl2; 
10% MPD; 20 
mM NaCac, pH 
6,5 
1 mM SPM  
30% MPD                                        
32% MPD                   





DAPI                                  
0,25 mM 
(AT)5                           
1 mM 
1:4 
30 mM MgCl2; 
10% MPD; 20 
mM NaCac, pH 
6,5 
2 mM SPM  
20% MPD                                        
18% MPD                   
Se intenta fundir el prec. 
cristalino compacto 
MD25 
DAPI                                  
0,8 mM 
(AT)5                           
0,2 mM 
4:1 
10 mM MgCl2; 
10% MPD; 20 
mM NaCac, pH 
6,5 
1 mM SPM  
30% MPD                                        
∼ 30,6% MPD                   
Sep. fases 
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Cps. Condiciones en la gota 
Condiciones 
en el pozo 
Observaciones 
MD26 
DAPI                                  
0,8 mM 
(AT)5                           
0,2 mM 
4:1 
30 mM MgCl2; 
10% MPD; 20 
mM NaCac, pH 
6,5 
1 mM SPM  
30% MPD                                        
∼ 30,6% MPD                   
Sep. fases 
Tabla B-9. Condiciones de las gotas de la serie de ensayos con oligonucleótido (AT)5 y DAPI. 
B.2.4.3. Secuencia A(AT)5T con DAPI 
Cps. 
Condiciones en la gota 
Condiciones 
en el pozo 
Observaciones 
Droga Oligo 






Inicio                                           
Final 
MD27 
DAPI                                  
0,5 mM 
A(AT)5T                             
0,5 mM 
1:1 
10 mM MgCl2; 
10% MPD; 20 




30% MPD                       
∼ 23,6% MPD 





DAPI                                  
0,5 mM 
(AT)5                                      
1 mM 
1:2 
10 mM MgCl2; 
10% MPD; 20 
mM NaCac, pH 
6,5 
1 mM SPM  
30% MPD                       
29,5% MPD/ 
5% IP 
Después de congelar, quedan 
varitas sin brillo suficiente. En 
28,5% MPD/ 2% IP se 
congelan 3 varitas 
MD28 
DAPI                                  
0,5 mM 
A(AT)5T                             
0,5 mM 
1:1 
30 mM MgCl2; 
10% MPD; 20 




30% MPD                       
∼ 23,9% MPD 
Se intenta fundir el exceso de 
minivaritas 
MD29 
DAPI                                  
0,5 mM 
A(AT)5T                             
0,5 mM 
1:1 
10 mM MgCl2; 
10% MPD; 20 
mM NaCac, pH 
6,5 
1 mM SPM  
30% MPD                       
∼ 23,8% MPD 
Se intenta fundir el exceso de 
minivaritas 
MD30 
DAPI                                  
0,5 mM 
A(AT)5T                             
0,5 mM 
1:1 
30 mM MgCl2; 
10% MPD; 20 
mM NaCac, pH 
6,5 
1 mM SPM  30% MPD                        





DAPI                                  
0,5 mM 
A(AT)5T                             
1 mM 
1:2 
10 mM MgCl2; 
10% MPD; 20 
mM NaCac, pH 
6,5 
2 mM SPM  
30% MPD                       
21% MPD 
Se intenta fundir el prec. 
cristalino compacto 
MD31 
DAPI                                  
0,8 mM 
A(AT)5T                             
0,2 mM 
4:1 
10 mM MgCl2; 
10% MPD; 20 




30% MPD                       
∼ 30,8% MPD 
Exceso de miniagujas 
MD32 
DAPI                                  
0,8 mM 
A(AT)5T                             
0,2 mM 
4:1 
30 mM MgCl2; 
10% MPD; 20 




30% MPD                       
∼ 32,3% MPD 
Exceso de agujas largas y 
finas 
MD33 
DAPI                                  
0,8 mM 
A(AT)5T                             
0,2 mM 
4:1 
10 mM MgCl2; 
10% MPD; 20 
mM NaCac, pH 
6,5 
1 mM SPM  30% MPD                    
Al hacer la gota precipitado. 
Exceso de agujas largas y 
finas 
MD34 
DAPI                                  
0,8 mM 
A(AT)5T                             
0,2 mM 
4:1 
30 mM MgCl2; 
10% MPD; 20 
mM NaCac, pH 
6,5 
1 mM SPM  
30% MPD                       
38,5% MPD/ 
4% IP 
Varitas en crecimiento 
Tabla B-10. Condiciones de las gotas de la serie de ensayos con oligonucleótido A(AT)5T y DAPI. Las 
gotas de las que se han extraído cristales se muestran marcadas en azul. 
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ANEXO C: Planificación del proyecto 
 
A continuación se muestra un diagrama donde queda plasmada la planificación del proyecto que se ha llevado a cabo. El proyecto abarca un periodo de tiempo que va desde febrero del 2011 a noviembre del 





  feb-11 mar-11 abr-11 may-11 jun-11 jul-11 ago-11 sep-11 oct-11 nov-11 dic-11 ene-12 feb-12 mar-12 abr-12 may-12 jun-12 jul-12 ago-12 sep-12 oct-12 nov-12 
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Difracción de los mejores cristales 
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ANEXO D: Evaluación económica 
Una parte de vital importancia en cualquier proyecto, sea del ámbito que sea, es el factor 
económico. En este anexo se realiza una evaluación económica del proyecto llevado a 
cabo. Para calcular el coste global de éste, se identifican diferentes partidas:   
a) Coste de los productos utilizados, donde se incluyen los diferentes reactivos que 
utilizados tanto en la realización de los geles electroforéticos de poliacrilamida como 
en la realización de los ensayos cristalográficos. Dado que no se ha utilizado la 
cantidad total del lote comprado, se aplica un factor de uso estimando la cantidad de 












Reactivos para geles 
Acrilamida 500 g 155,00 0,05 7,75 
Bisacrilamida 100 g 89,42 0,007 0,63 
HEPES 1000 g 429,50 0,001 0,43 
Glicerol 500 g 52,27 0,003 0,16 
PSA 5 g 12,21 0,02 0,24 
TEMED 100 ml 25,63 0,001 0,03 
Ácido acético 1000 ml 14,20 0,02 0,28 
Urea 100g 23,20  0,01 0,23 
Tiourea 100 g 17,40  0,07 1,22 
H2O2 100 ml 20,00 0,03 0,60 
Reactivos para 
tampones de cubeta 
HEPES 1000 g 429,50 0,06 25,77 
Glicerol 500 g 52,27 0,06 3,14 
NaCl 1000 g 14,00 0,01 0,14 




HEPES 1000 g 429,50 0,06 25,77 
Glicerol 500 g 52,27 0,06 3,14 
NaCl 1000 g 14,00 0,01 0,14 
Mercaptoetanol 100 ml 35,70 0,003 0,11 
Urea 100 g 23,20 0,05 1,16 
Ácido acético 1000 ml 14,20 0,05 0,71 
Pironina 5 g 105,00  0,001 0,11 
Reactivos para 
soluciones de tinción 
Solución comercial 
SYBRGold Nucleic Acid Gel 
Stain (Invitrogen) 
500 μl 154,00 0,04 6,16 
Conjunto de soluciones 
comerciales SilverQuest 
(Invitrogen) 
1 caja 257,00 0,1 25,70 
Tris 1000 g 63,19 0,003 0,19 











HCl 1000 ml 10,40 0,0005 0,01 
EDTA 250 g 51,30 0,002 0,10 
Reactivos para 
fijación con pícrico 
Ácido pícrico 100 g  46,00 0,04 1,84 
Etanol 1000 ml 27,85 0,09 2,51 
Metanol 1000 ml 24,51 0,07 1,72 
SUBTOTAL 




G3A3T2C2TC 3 mg 200,00 0,25 50,00 
CGT2A2T2A2CG 3 mg 200,00 0,25 50,00 
C(AT)4G 3 mg 200,00 0,1 20,00 
AT5 3 mg 200,00 0,1 20,00 
A(AT)5T 3 mg 200,00 0,1 20,00 
Péptidos 
KRGRGRPRK 5 mg 500,00 0,05 25,00 
KRPRGRP 5 mg 500,00 0,1 50,00 
KRPRGRPKGSKNKGAA 5 mg 1500,00 0,1 150,00 




10 mg 64,50 0,75 48,38 
Precipitantes 
2-metil-2,4-pentanodiol (MPD) 500 ml 38,40 4 153,60 
Isopropanol 1000 ml 19,90 0,05 1,00 
Soluciones comerciales de cristalización Natrix H2-
116 
0,5 ml por 
solución 
140,00 0,05 7,00 
Otras sales - 1,00 1 1,00 
Nitrógeno líquido 1000 ml 0,72 20 14,40 
SUBTOTAL 660,37 
TOTAL 771,14 
Tabla D-1. Detalle de la partida de coste de los productos utilizados en el proyecto. Puede verse la 
diferenciación entre la parte de realización de geles electroforéticos y la de cristalografía. 
b) Coste de los materiales utilizados (eppendorfs, puntas para pipeta, cápsulas, etc.). 
Se especifica el precio unitario así como el número de unidades usadas. El detalle 








Eppendorfs (bolsa) 69,30 1 69,30 
Puntas para pipeta - tipo azul (bolsa) 21,66 1,5 32,49 
Puntas para pipeta - tipo amarillo (bolsa) 13,68 1 13,68 
Puntas para pipeta - tipo blanco (bolsa) 11,80 1 11,80 
Placa Linbro 6,61 1 6,61 
Cubreobjetos 0,05 10 0,50 
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Cápsulas 0,12 213 25,56 
Criolazos 7,50 28 210,00 
Cubetas de cuarzo para el espectrofotómetro UV 90,00 2 180,00 
Material diverso de vidrio 100,00 1 100,00 
Otros (parafilm, recipientes estériles, jeringuillas, 
filtros…) 
15,00 1 15,00 
TOTAL 664,94 
Tabla D-2. Detalle de la partida de coste de materiales utilizados en el proyecto. 
c) Coste derivado de la utilización de equipos. El coste se calcula considerando el 
precio del equipo, un tiempo de amortización estimado del mismo de 5 años y la 
duración de este proyecto en cuestión, que ha sido de 20 meses. Además, se ha 
tenido en cuenta el número de personas que utilizan los diferentes equipos en las 
instalaciones en que se encuentran. En la Tabla D-3 se muestra el desglose de esta 
partida. 
 




Congelador -80ºC 4000 5 15 88,89 
Congelador -20ºC 600 5 5 40,00 
Máquina productora de hielo 4000 5 20 66,67 
Nevera 8ºC 500 5 10 16,67 
Nevera 13ºC 500 5 10 16,67 
Estufa 37ºC 697 5 15 15,49 
Bunsen 42 5 15 0,93 
Espectrofotómetro UV 40000 5 20 666,67 
Lavavajillas laboratorio 4840 5 10 161,33 
Autoclave 2850 5 5 190,00 
Purificador de agua 6300 5 20 105,00 
Bomba peristáltica 700 5 5 46,67 
Fuente eléctrica para electroforésis 720 5 5 48,00 
Cubetas para electroforésis + accesorios 470 5 5 31,33 
Minicentrífuga 160 5 5 10,67 
Vórtice 260 5 5 17,33 
pHmetro 1500 5 20 25,00 
Balanza  1000 5 20 16,67 
Balanza de precisión 1300 5 15 28,89 
Agitador magnético 200 5 5 13,33 
Micropipetas 1356 5 5 90,40 
Microscopio óptico 20000 5 15 444,44 
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Cámara digital acoplada al microscopio 400 5 10 13,33 
Ordenadores y programas 5000 5 5 333,33 
Material diverso para congelación 2010 5 10 67,00 
Material diverso de laboratorio 200 5 5 13,33 
Sincrotrón 1500  - 4 375,00 
TOTAL 2943,04 
Tabla D-3. Detalle de la partida de coste de equipos utilizados en el proyecto. 
d) Coste del personal que interviene en la realización del proyecto. Aquí se tienen en 
cuenta tanto las horas de dedicación del investigador como de su director de 
proyecto. Los sueldos por hora que se han aplicado se toman considerando los que 
se toman para una empresa privada. En la Tabla D-4 se muestra en detalle esta 
partida. 
 
Rango Precio (€) / hora Horas Coste (€) 
Investigador 15 2000 30000 




Tabla D-4. Detalle de la partida de coste de personal que interviene en la realización del proyecto. 
e) Coste asociado a gastos generales. En esta partida de incluyen gastos como son la 
energía eléctrica, el agua, material básico de laboratorio, de oficina, etc. Se estima 
como un 10% de la suma total de los demás.  
Así, el coste total del proyecto se obtiene sumando el valor total de cada una de las partidas 
aquí presentadas, con lo que se obtiene un valor de total de 41400 € (41337,0 €). En la 







Gastos generales 3757,9 
TOTAL 41337,0 
Tabla D-5. Coste total del proyecto, desglosado según partidas. 
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ANEXO E: Impacto ambiental 
Se entiende como impacto ambiental cualquier acción transformadora ocasionada directa o 
indirectamente por las actividades, productos o servicios de una organización en el 
medioambiente, sea perjudicial o no, donde medioambiente engloba al conjunto de 
personas, ecosistemas, bienes, cultura, estructura socioeconómica, etc. que conforman el 
marco de actuación en el que se lleva a cabo un proyecto. Así, cualquier proyecto provoca 
un impacto ambiental, sea del carácter que sea. En este apartado se realiza un estudio del 
impacto ambiental que provoca este proyecto en concreto, siguiendo las recomendaciones 
de la guía “Consideraciones ambientales para los PFC” [52].  
Este proyecto se trata de una fase previa de investigación en laboratorio, por lo tanto, se ha 
considerado correcto incluir un apartado sobre el impacto ambiental producido durante la 
etapa de experimentación. Así, se distinguen dos bloques: 
a) Evaluación del impacto ambiental de los resultados 
La experimentación llevada a cabo tiene como objetivo determinar la estructura tridimen-
sional de los complejos que forman secuencias específicas de ADN con diferentes péptidos 
y la droga DAPI. Este proyecto de investigación no es aplicable a escala industrial, por lo 
tanto, el impacto ambiental sería provocado por el conocimiento de estas estructuras, que 
contribuirían a nivel social en la investigación contra enfermedades como el cáncer, ya que 
los péptidos estudiados están relacionados con las proteínas HMGA, involucradas en 
procesos patológicos, así como en la mejora de drogas y fármacos con estructura 
semejante al DAPI, que se unirían al surco estrecho de secuencias ricas en bases AT. 
b) Evaluación del impacto ambiental de la experimentación 
El impacto ambiental durante esta etapa viene producido básicamente por la manipulación 
de substancias químicas que podrían alterar la calidad del medio ambiente y la salud de las 
personas involucradas. Este tipo de impacto se ha evitado en la medida de lo posible 
respetando las medidas de seguridad necesarias y realizando una adecuada recogida de 
residuos, siguiendo las buenas prácticas de laboratorio. 
Los procesos en que han intervenido substancias con mayor potencial de provocar un 
impacto ambiental negativo son: 
- Preparación de las muestras para electroforesis. En la preparación de las muestras 
se utiliza mercaptoetanol, que contiene un grupo tiol (-SH). Aunque las 
concentraciones de trabajo son muy bajas, para su manipulación es necesaria la 
utilización de mascarilla, gafas de protección, bata y guantes. Además, se trabaja en 
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la campana de extracción de gases para evitar la dispersión de los malos olores 
característicos. 
- Preparación de los geles electroforéticos. En la preparación de los geles de 
poliacrilamida se disuelve acrilamida en polvo, un producto inflamable y que puede 
producir gases tóxicos así como irritación en ojos, piel y aparato respiratorio. 
Además, se trata de una substancia neurotóxica a la que hay que evitar exponerse 
prolongadamente. Por ello, es imprescindible el uso de mascarilla, gafas de 
protección, bata y guantes. Para minimizar la manipulación de acrilamida en polvo, 
inicialmente se prepara un stock de disolución grande que se conserva en nevera. 
Además, no se generan residuos posteriores ya que la acrilamida polimerizada deja 
de ser peligrosa. 
- Ensayos cristalográficos. Aunque durante la realización de estos ensayos se utilizan 
algunos productos tóxicos, las concentraciones son tan pequeñas que sus efectos 
son menospreciables. Los únicos que se podrían tener en cuenta es el precipitante 
MPD, aunque el impacto que podría tener es pequeño y, además, se deposita en 
contenedores especialmente destinados para disolventes orgánicos no clorados.  
- Congelación de cristales y difracción de rayos X. Durante ambos procesos se utiliza 
nitrógeno líquido para la conservación de los cristales. Los gases inertes pueden 
ocasionar riesgo de asfixia a concentraciones altas. Es por ello que se trabaja en 
salas dotadas de un extractor de gases.  
La empresa encargada de realizar la gestión de los residuos es EcoCat. Las pautas 
seguidas para la clasificación y separación de residuos se pueden consultar en la siguiente 
dirección: http://www.upc.edu/sostenible2015/ambits/la-gestio-interna/residus/gestio-de-
residus-de-laboratori. 
